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@ Verfahren zur simultanen Bestimmung von HIV-Antigenen und HIV-Antikorpern 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose einer 
HIV-lnfektion mittels eines Immunoassays durch den spe- 
ziftschen Nachweis von p24-Antigen von HIV1, HIVI-Su- 
bO und/oder p26-Antigen von HIV2, mindestens einem 
Antikorper gegen den env-Bereich von HIV1, HIVI-SubO 
und/oder von HIV2 und mindestens einem Antikorper ge- 
gen den pol- und/oder gag-Bereich aus HIV1, HIV1-SubO 
und/oder HIV2, zum Diagnoseverfahren geeignete Rea- 
genzienkits und Teststreifen, sowie monoklonale Antikor- 
per gegen p24 und deren Verwendung. 
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Beschreibung 

Die Erfinciung betritft ein Verfahren zur Diagnose einer HrV-Fnfektion inittcis eines InimLinoassavs durch den spezifi- 
schen Nachweis von HIV-Antigenen und HrV-Antikorpem. 

AIDS (acquired ininiunodeficicncy syndrome) ist eine erworbene [niinunschwache-Krankheit, die durch das HIV- Vi- 
rus verursacht, wird. Bisher sind als Erreger die Sianniie HIVl und HIV2 bekanni. Beide Staninie iihneln sich in Bezug 
auf Morphologic, Zelhropisiiius, Wechselwirkung niit dern CD4-Rezeptor von T-ZeLlen, den in vitro cytopaihischen Et- 
fekt auf CD4-Zellen, die generelle genoniische Struktur und die Faliigkeir, die Krankheit AIDS auszuiosen (ClaveL 
1987, AIDS 1, 135-140). AUerdings ist der ininiunologische Verwandtschaflsgrad gering, so daB HTVl-spezifische An- 
tikorper ini allgeiueinen keine Kreuzreaktion zu HIV2 zeigen. Neben den aru wei7esien verbreiteten HIVl Gruppe M 
Subtypen ist noch ein weiterer HIVl-Subtyp, der Subtyp O bekannt (Myers et al, Los Alamos Datenbank, 1994: Sharp et 
al. AEDS SuppL 8, S27-S42, 1994). Der Verwandischaftsgrad zwischen HlVl-SubO und HIVl ist wesentlich groBer als 
zwischen HIVl-SubO und HIV2. Antikorper, die gegen HIVl gerichtet sind, kreuzreagicren allerdings nur zuni Teil mit 
dem entsprechenden Antigen von HIVl-SubO.-Auch ein groBer Teil der HTVl-SubO spezifischen Antikorper reagiert 
15 nicht mit HIVl Gruppe M Antigenen. 

Der Verlauf der HFV-Intektion laBt sich in mehrere diagnost.isch relevante Phasen einteilen. In der Fruhphase der In- 
fektion konnen bereits HIV-Antigene, Jedoch noch keine HIV-Antikorper nachgewiesen werden. In der Phase der Sero- 
kon version konnen HIV-Antigene schwach positi v oder negati v, d. h. nicht nacliweisbar sein. HIV-Antikorper der Klasse 
IgM sind in dieser Phase nachvt^eisbar, HIV-Antikorper der Klasse IgG dagegen nichl oder nur schwach positiv. In der 
20 folgenden, syinptomlosen Phase sind haupisachlich HIV-Antikorper vom Typ IgG nachvveisbar, wahrend HIV-Antigen 
in der Regel nicht autiritt. Das gleiche gilt fur den fortschreitenden Krankheitsverlauf in der klinischen Phase. 

In der Spat phase der Erkrankung schlieBlich konnen HIV-Antikorper schwach positiv oder negati v werden, wahrend 
die FIIV-Antigene entweder negativ bleiben oder aufgrund der Zunahnie der Viruslast, wenn das Itniiiunsystem des Pa- 
tienten zusaminenbricht, wieder positiv nachgewiesen werden konnen. Bei diesen verschiedenen Phasen der Erkran- 
25 kung, deren Verlaufe sich patientenabhangig stark unterschciden konnen, gibt es soiiiit irnmer Zeitpunkte, an denen ent- 
weder Antigen- oder Antikorper-Nachweise ialsch negative Werte ergeben konnen. 

Zur Detektion von Infektionen mit HIVl, HIV2 oder HIVl-SubO werden haufig Antikorper-Tests (l^G und IgM) im 
Bruckentest- Format, das beispielsweise in der EP-A-0 280 211 beschrieben ist, durchgefuhrt. Als Aniigene werden hier- 
fur im allgeiueinen die Antigene des sogenannten Envelope-Bereiches (env), das sind gpl60, gpl20, gp41 fur 
30 HIVl/HIVl-SubOundgpl40, gpllO. gp36 fur HIV2, zusammen mit detn Andgen p24 (HIVl), aus dem der Viruskem 
aufgebaut ist, bzw. p26 (HIV2) eingesetzt. Die Antigene p24 bzw. p26 werden vom sogenannten gag-Bereich kodiert. 
Diese Tests ergeben dann ein positives Signal, wenn in der Probe Antikorper gegen die genannten Antigene vorhanden 
sind. In der FrCih- und Spatphase der Erkrankung, wenn freies p24 bzw. p26- Antigen vorhanden ist, komiiit es hautisr vor, 
daB keine Antikorper nachweisbar sind, da entweder das Immunsystein des Padenten noch nicht geniigend Antikorper 
35 gebildet hat oder so erschopft ist, daB nicht mehr ausreichend Antikorper gebildet werden, um diese detektieren zu kon- 
nen. 

Antigen-Tests zum Nachweis von p24-Antigen werden im allgenieinen getrennt von Antikorper-Tests durcheefuhrt. 
Nur in der Fruhphase der Infektion und in der Endphase von AIDS ist der Antigen-Titer beim Padenten erhohtrso daB 
nur in diesen Phasen p24 sicher nachweisbar ist. 
40 Nachteil der bisher bekannten Tests ist, daB keiner der Tests l^iir sich genomrnen den gesamten diagnosdsch relevanten 
Zeitraum der HIV- Infektion abdeckt. 

Mit Hilfe von Kombitests konnen Antigene eines bestimmten Erregers und Andkorper gegen denselben Erreger 
gleichzeitig nachgewiesen werden. Ein solches Verfahren zur sitnultanen Bestiimnung von Antigenen und Antikorpem 
wird in der DE 42 36 189 Al ofl^^nbart. Ein Losungsansatz zur luckenlosen diagnostischen Erfassung aller Phasen einer 
45 I T I V- 1 n fe k ti on w i rd J edoc h n i c h t be sch rie ben . 

In der WO 93/21346 wird ein Koinbitest zur simultanen Detektion von HIVl p24-Antigen, HIVl gp41-Antikorpem 
und HIV2 gp36-Antikorpem (in beiden Fallen Antikorper gegen Proteine des env-Gens) mittels eines heterogenen Im- 
tiiunoassays beschrieben. Mit diesem Test werden jedoch HIV-positive Proben, die kein p24 oder keine Antikorper gcsen 
die env-Proteine enthalten, nicht als posidv erfaBt. Nur mit gp41 konnen nicht alle Antikorperposiuven HIVl-Proben\^r- 
50 kannt werden, da Proben weit verbreitet sind, die dadurch charakterisiert sind, daB sie ini Western-Blot nur ein unvoll- 
standiges Bandenmuster aufweisen und keine Farbung der gp41-Bande zeigen. 

Hashida et al (1996, J, Chn. Lab. Anal. 10, 213-219) beschreiben einen diagnostischen Test fur den Nachweis von 
HIVl-Infektionen. Bei diesem Test werden gleichzeitig p24-Andgen, IgG-Antikorper gegen pl7 (aus dem gag-Bereich) 
und IgG-Antikorper gegen Reverse Transkriptase (RT), die vom pol-Gen kodiert wird, nachgewiesen. Mit dieser Test- 
55 fuhrung ist allerdings nur der Nachweis von PllVl-Infekdonen moglich. AuBerdeiii werden Serokonversionsseren, die 
nur schwach affine IgM-Andkorper gegen die beiden oben verwendeten Andgene enthalten, nicht erfaBt. AuBerdem wer- 
den Serokonversionsseren, die Andkorper gegen die env-Proteine enthalten, nicht. erfaBt. Nach dem Abfall des HIV-An- 
tigen-Titers in der Fruhphase der Infektion treten oft nur IgM-Andkorper gegen das env-Protein gp41 auf. In diesetn Fall 
zeigt der Test von Hashida et al. ein falsch negadves Ergebnis. 
60 Es exisdert im Stand der Technik bisher kein diagnostisches Testsysiem, mit dem die sitnultane Detekdon von HIVl, 
HIVl-SubO und HIV2 luckenlos fur alle Infekdonsstadien zuverlassig moghch ist. 

Aufgabe war es daher, einen verbesserten Test auf HIV-Infekuonen zu entwickeln, der es emioglicht, als einzelner Test 
alle diagnostisch erfaBbaren Phasen der HIV-Infekdon richdg, zuverlassig und luckenlos nachzuweisen. Der Test sollte 
die gleichzeitige Besiinnnung von HIVl, HIVl-SubO und HIV2 emioglichen. 
65 Die Aufgabe wird gelost durch das erfindungsgemaBe Verfahren zur Diagnose einer HIV-Infekdon mittels eines Im- 
munoassays durch den spezifischen Nachweis von p24-Andgen von HIVl, HIVl -SubO und/oder p26-Andgen von 
HIV2, mindestens einem Andkorper gegen den env-Bereich von HIVl, HIVl-SubO und/oder HIV2 und mindestens ei- 
nem Antikorper gegen den pol- und/oder gag-Bereich aus HIVl, HIVl-SubO und/oder HIV2. Mit Hillxj des erfindungs- 
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,Mts beiiii Auftreten von nur eineni der oben al^^Pjhrten Analyten die HTV-In- 

lektion sicher naclizLiweisen. 

Ubcrraschendcrweise hai sich gezeigr, daB durch den Nachweis von Antikorpem gegen ein Genprodukr insbesondere 
des pol-Bereichs von HIV in Konibination init deiii Nachweis von p24-Antigen von HIVl, HEVl-SubO und/oder p26- 
Aniigen von HIV2 und dent Nachweis von niindesiens eineni Antikorper gegen den HIV-env-Bereich die bisher zu be- 5 
klagende diagnostische Liicke geschlossen werden kann. Uberraschenderweise hat sich ein Verfahren zur Detekiion ei- 
ner HTV-Intekiion als besonders geeignct erwiesen, in dern Antikorper gegen die Reverse Transkriptase (RT) von HIV 
nachgewiesen werden, in Konibination init.dein Nachweis von p24-Antigen von ?TIVl, HIVl-SubO und/oder p26-Anti- 
gen von HIV2 und deni Nachweis von niindesiens eineni Antikorper gegen den HTV-env-Bereich, 

Der Nachweis der HIV-Intektion durch den erfindungsgeniiiBen Konibitest niittels Bestinunung der einzelnen genann- 10 
ten Parameter ertblgt siniuhan. Die Bezeichnung "Konibitest" bedeutet, daB gleichzeitig HIV-Antigene und Antikorper, 
die gegen HIV-Antigene gerichtet. sind, naciigewiesen werden konnen. Mil Hilfe dieses Testes konnen alle HlV-rnt'ekti- 
onsstadien sicher erfaBt werden. Durch die erfindungsgeniaBe Auswahl von Test-Antigenen bzw.-Antikorpern und den 
dazugehorigen spezifisch bindenden Rezeptoren ist es nioghch, das erfindungsgeniaBe Verfahren durchzufiihren. Zudeni 
isl der Nachweis von HIVl, HTVl-SubO und HIV2 mit eineni einzigen Test moghch. Dariiberhinaus ist durch geeignete t5 
Wahl von Rezeptoren eine breite Erkennung von HlVl-Subiypen der HIVl-Gruppe M rnoglich. Der Test beruhi bevor- 
zugt. auf dem Prinzip des heterogenen Ininiunoassays. Jedoch sind auch honiogene Testtuhrungen wie beispielsweise tur- 
bidinietrische Tests, bei denen keine Trennung von tester und flCissiger Phase ertblgt. denkbar. 

ErfindungsgeniaB werden ini Nachweisvcrlahren als Rezeptoren Rl und R2 solche eingesetzt, die das zu bestimniende 
HIVl-p24- und/oder HI V2-p26- Antigen spezifisch binden. Als Rezeptoren R3 und R4 werden ein oder niehrere Anti- 20 
gene aus deni env-Bereich von HTVK HIV2 oder HIVl-SubO verwendet, (gpl60, gpl20, gp41 fur HIVl/fHVl -SubO 
und gpl40, gpllO, gp36 fiir HIV2). Bcvorzugt werden als Rezeptoren R3 und R4 gp41 und/oder gp36 oder Fragniente 
davon verwendet. Als Rezeptoren R5 und R6 werden ein oder niehrere Antigene aus deni pol- oder gag-Bereich von 
HIVl, HIV2, oder ?nVl-SubO verwendet, wobei dies nicht Epitope oder Sequenzen von p24 oder p26 sein diirfen, die 
mit den Rezeptoren Rl oder R2 reagieren konnen. Bevorzugt werden als R5 und R6 Antigene aus deni pol-Bereich von 25 
HIVl, HIV2, oder HIVl-SubO eingesetzt.. Besonders bevorzugt wird als Rezeptor R5 und R6 die Reverse Transkriptase 
(RT) verwendet. 

Durch die erfindungsgeniaBe Konibination von Rezeptoren ist es rnoglich, alle Stadien der HlV-Infektion sicher zu de- 
tcktieren. Es werden dadurch sowohl HIV-spezifische Analyten nachgewiesen, die nur in der Friih- oder Spatphase der 
Infeknon vorhanden sind (z. B. p24-bzw. p26-Antigen), als auch Analyten, die in der asympiomatischen Phase auftau- 30 
chen und iiber einen langeren Zeitraum deteklierbar sind, wie beispielsweise Antikorper gegen die env-Genprodukte 
gpl60, gpl20 oder gp41 und Antikorper gegen die pol-Genprodukte Reverse Transkriptase, Integrase oder Protease oder 
Antikorper gegen die gag-Genprodukte pi 7 oder pi 5. 

Durch geeignete Wahl der Rezeptoren konnen, t'alsch gewiinscht, niit einem einzigen Test Enfektionen mit HIVl, 
HIV2 und HIVl-SubO einschlieBlich aller HlVl-Subtypen der Gruppe M nachgewiesen werden. Fiir eine solche Test- 35 
fUhrung konnen als Rezeptoren Rl undR2 solche ausgewahit werden, die spezifisch das p24-Anligen von PIIVl binden, 
Rl und R2 werden in dieseni Fall so gewahlt, daB sowohl I-IIVl-p24 als auch HIVl-SubO-p24 erkannl und gebunden 
wird. Dabei kann es notwendig sein, niehrere verschicdene Rezeptoren fur Rl und R2 zu verwenden, uni alle HIVl 
Gruppe M Subtypen und den HIVl Subtyp O zu detektieren. Zusatzlich werden beim gleichzeitigen Nachweis von 
HIVl, HIV2 und HIVl-SubO entweder enisprechende kreuzreagierende oder weitere Rezeptoren Rl und R2 eingesetzt, 40 
die spezifisch auch das p26-Antigen von HIV2 erkennen. Die Anzahl der insgesanit zu verwendenden Rezeptoren Rl 
und R2 ist abhangig von der Kreuzreakti vital bzw. Honiologie der gewahlten Epitope. Durch giinstige Auswahl ist es 
nioglich, die Anzahl der verwendeten Rezeptoren zu reduzieren. Als Rezeptoren R3 und R4 konnen solche eingesetzt 
werden, die Antikorper gegen env-Genprodukte von HIVl und HIVl-SubO spezifisch binden. Besonders geeignet. isl 
hierbei das gp41-Antigen (HIVl bzw. HIVl-SubO) oder Fragniente bzw. Epitope hiervon. Als weitere Rezeptoren R3 45 
und R4 werden solche Rezeptoren eingesetzt, die Antikorper gegen env-Genprodukte von HIV2 spezifisch erkennen. Als 
besonders geeignet erweist sich hierbei das gp36-Ant.igen oder Fragniente bzw. Epitope hiervon. Als Rezeptoren R5 und 
R6 konnen solche Rezeptoren ausgewahit werden, die Antikorper gegen gag- oder pol-Genprodukte von HIVl und 
HIVl-SubO spezifisch erkennen - mit Ausnahnie der Epitope von p24, die mit den Rezeptoren Rl oder R2 reagieren 
konnen. Zusatzlich konnen fur die HIV2-Erkennung weitere Rezeptoren R5 und R6 verwendet werden, die Antikorper 50 
gegen gag- oder pol-Genprodukte von HIV2 spezifisch binden. Bevorzugt fiir alle Rezeptoren R5 und R6 sind solche, die 
Antikorper gegen die pol-Genprodukte von HIVl und HIVl-SubO bzw. von PIIV2 erkennen. Von den Rezeptoren R5 
und R6 gegen die drei iiioglichen pol-Genprodukte Reverse Transkriptase, Integrase und Protease werden besonders be- 
vorzugt solche Rezeptoren verwendet, die Anfikorper gegen die Reverse Transkriptase erkennen. 

Gegenstand der Erfindung isl auch das oben beschriebene Verfahren zum Nachweis einer HIV-Infekt.ion, wobei die 55 
Rezeptoren Rl und R2 jeweils als einzelne Rezeptoren oder in Form von Gemischen verschiedener Rezeptoren einge- 
setzt werden. Bei Verwendung von Gemischen erkennen die Rezeptoren bevorzugt unterschiedliche Epitope des p24 
bzw. p26. 

Der Einsatz der Rezeptorgemische dient dazu, die Erkennung verschiedener HIV-Subtypen - im Falle des p24 Anti- 
gens die Erkennung von HIVl Gruppe M Subtypen und HIVl-SubO - mit einer einzigen Testzusammensetzung zu ge- 60 
wahrleisten. 

ErfindungsgeniaB konnen mil deni Nachweisverfahren auch Infektionen mit dem HIVl-Subtyp O detektiert werden. 

AuBerdem konnen mit dem Nachweisverfahren erfindungsgemaB auch Infektionen mil den HIVl-Subtypen der 
Gruppe M nachgewiesen werden. 

ErfindungsgeniaB konnen daher auch die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 jeweils in Fomi von Gemischen verse hiede- 65 
ner Rezeptoren eingesetzi werden, um zu gewahrleisten, daB ?IIV1-, HIVl-SubO- und HIV2-positive Proben in einem 
Testansatz sicher erkannl werden. Es muB Jedoch auch immer gewahrleistei sein, daB sich die verschiedenen Rezeptoren 
gegenseiiig nichl wesenilich in ihrer Bindung um das nachzuweisende Antigen bzw. den nachzuweisenden Antikorper 
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behindern. Bevorzugt werc^P Rezeptoren R3 und R4 solche eingeseizi. dieflfls die eleichen Epiiope prasentieren 
Dadurch wird gewahrleistet. daB die aniigenbindcnden Teile des naciizuweiserid^ Antikorpers die beiden Rezeptoren 
K.i und R4 verbrucki. Je nach Anforderung konnen aber audi Rotnbinaiionen verschiedener Epitope verwendei werden 
Beispieisweise konme als R3 rekotubinanies gp41 und als R4 Peptide, die voiii gp41 abgeleitet sind. oder Polyhapiene - 
3 wie sie m der WO 96/03652 beschrieben sind - eingeseizi werden. Das gleiclie gilt l^ur die Rezeptoren R5 und R6 Fe 
nach Anforderung konnen Rotnbinaiionen verschiedener Epitope verwendet werden. .Fedoch werden auch hier bevorzuet 
solclie Rezeptoren eingesetzi. die die gleichen Epitope darsiellen. 

Das erfindungsgeniaBe Verfahren wird im aligeti.einen als NaBtest durchgefuhrt. Neben den sogenannten NaBtesten 
bei denen die Testreagenzien in (lussiger Phase vorliegen. konnen auch alle gangigen Trockentestfomiate. die zum Nach- 

10 wets von Proteinen bzw. Antikorpem geeignei sind, verwendet werden. Bei diesen Trockentests oder Tesistreiten wie sie 
beispieisweise in der EP-A-0 186 799 beschrieben .sind, sind saiutliche Tesfkomponenten aul:-einein Traaer aufgebracht 
Beiin erfindungsgeniaBen Verfahren, das bevorzugt als heterogener riiiiriunoassav durchgefuhrt wird. erfolat der 
Nachweis der Antigene durch die Rezeptoren Rl und R2 nach dem .Sandwich-Prinzip. Das nachzuweisende Antigen 
hier: p24 bzw. p26) wird von Rl und R2 in Fonii eines Sandwiches von zwei .Seiten gebunden. Die Bindung der Anti- 

1^ korper durch die Rezeptoren R3. R4. R5 und R6 erfolgi nach detu Prinzip des Bruckentests. Der zu detektierende Anti- 
korper verbruckt die Rezeptoren R3 und R4 iviiteinander. Das gleiche gilt fur die Rezeptoren R5 und R6 Beide Testfuh- 
rungen. der Sandwich- und der Bruckenlcsl. sind gleichzeiiig itn gleichen Ansatz durchfiihrbar, ohne daB die beiden Prin- 
zipien sich gegenseitig storen. Es istdaherauch nioglich, alle Rezeptoren luii der Probe zusaniiuen zu inkubieren und das 
Vertahren in wenigen Stuten durchzut^uhren. Lediglich vor der Nachweisreaktion isi ein Wasch-Schriti zur Abtrennuns 

20 der ungebundenen Rezeptoren und Probenbesiandteile von Vorteil, aber nicht unbedingt notwendig. Die Rezeptoren Rl 
R3 und R.5, die nut der Festphase bindefahig sind. konnen in flussiger Phase oder bereits an die Festphase gebunden vor- 
hegen. Bevorzugt werden alle Rezeptoren Rl bis R6 zusaii.nien jnkubierr. Dabei kann die Festphase. an die Rl R3 und 
R5 binden konnen. bereits anwesend sein oder erst spater zugegeben werden oder per Diffusion oder Transfer erst spaier 
erreicht werden. 

25 Bei der Inktjbaiion bildet sich der Sandwich zwischen Festphase • Rl • p24(p26) • R2. die Brucke zwischen Festpha- 
se • R3 • HIV-Anti-env-Antikorper ■ R4 und die Brucke zwischen Festphase • R5 • HIV-Anti-gag/polAntikorper ■ R6 
aus. AnschheBend wird mi Falle des heterogenen Ininiunoassays die feste von der flussigen Phase getrennt eegebenen- 
alls die teste Phase gewaschen und die Markierung von R2. R4 und R6 besiiinint. Die Markierung wird zuineist an der 
testen Phase geniessen. sie kann jedoch auch in der flussigen Phase bestiiiinit werden 

30 Liegen einer oder niehrere der Rezeptoren Rl, R3 und R5 bereits in festphasengebundener Fomi vor, so werden die 
Probe und die entsprechenden Rezeptoren. d. h. R2. R4 und R6 zu den festphasengebundenen Rezeptoren Rl R3 und R5 
dazugegeben und zusanimen inkubiert. Es ist aber auch nioglich. die Probe zuerst mit den Rezeptoren Rl R3 und R5 in 
"'^^^^^''^esenheit der Festphase zusaniiuenzubringen und erst in einen. nachfolaenden Schritt die Rezeptoren R2 
K4 und R6 zuzugeben. " ' 

35 Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zuin Nachweis von Antikorpem aegen HIV niiitels eines Ini- 
niunoassays. das dadurch gekennzeichnel ist. daB die Rezeptoren R3. R4. R.5 und R6 einaesetzl werden. Die Rezeptoren 
Kl undR^ konimen bei diesein reinen Anlikorpemachweis nicht zuni Einsatz. Als RezepToren R3 und R4 werden wie itn 
zuvor beschriebenen Konibilesl ein oder niehrere Antigene aus dent env-Bereich von HIVl MIV2 oder HIVl-SubO ver- 
wendet (gpl60. gpl20. gp41 fur mVl/HIVl-SubO und gpl40. gpl 10. gp36 fur H[V2). Bevorzuat werden als Rezepto- 
40 ren R3 und R4 gp41 und/oder gp36 oder Fragmente davon verwendet. Als Rezeptoren R5 und R6 werden wie im zuvor 
beschnebenen Konibitest ein oder niehrere Antigene aus dem pol- oder aag-Bereich von HIVl HIV'> oder HlVl-SubO 
verwendet. Bevorzugt werden als R5 und R6 Antigene aus dem pol-Bereich von HIVl. raV2 oder HIVl-SubO einac- 
setzt. Besonders bevorzugt wird als Rezeptor R5 und R6 die Reverse Transkriptase (RT) verwendet 

Die Durchtuhrung des Antikorpernachweises. die restformate sowie die Eiaenschaften der verwendetcn Rezeptoren 
sind analog zutn Kotiibitest. so daB sie hier nicht ge.sondert aufgefuhrt werden. Die int Iblgenden geiiiachten Ausfuhrun- 
fTTV'"^ ^'^^-^P'^''^" ^1 ""^ gellen fur den welter oben beschriebenen konibinierten Nachweis (Kombitest) von 
HlV-Antikorpem und HIV-Antigenen. Die Ausfuhrungen fCir die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 gelten sowohl fur den 
Konibitest als auch lur das Verfahren zum Nachweis von HIV-Antikorpern. 

Wesentlicher Bestandteil von Rezeptor Rl ist ein Aniikorper. der spezifisch das p24-Antigen von HIVl und eeaebe- 
nental s von HIVl-SubO oder das p26- Antigen von HIV2 bindet. Es konnen Antikorper aller Subklassen. die tnirdem 
P ^, 7 ! ^ spezifisch bindefahig sind. verwendet werden. Statt der voUstandigen Antikorper konnen selbsiver- 
staiidlich auch deren Fragmente. wie Fab-. Fab'- oder F(ab')2-Fragniente. verwendet werden. Die Antikorper konnen po- 
lyklonal sem, soteni sie keine Kreuzreakiivitat zu Ubrigen Testbestandteilen zeigen. Da an die Spezifitat der An.i-pV 
bzw. Anti-p26-Antikorper bezuglich der HIV-Subtypenerkennung hohe Anforderungen zu stellen sind. werden ied^-h 
bevorzugt^monoklonale Antikorper eingesetzt. Gegenstand der Erfindung sind daher auch nionoklonale Antikorper ae- 
gen das p24-Antigen. Die Eigenschaften dieser Antikorper werden in einem spateren Abschnitt naher eriautert 

Rl kann entweder direkt an die Festphase gebunden sein. oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt iiberein 
spezifisches B.ndungssysteni. Die direkte Bindung von Rl an die Festphase erfolgt nach dem Fachtnann bekannten Me- 
thoden Wird die Bindung indirekt uber ein spezifisches Bindungssystem durchgefuhrt. so ist Rl ein Konjueat das aus 
einem Antikorper gegen p24 bzw gegen p26 und einem Reaktionspanner eines spezifischen Bindungssystems besteht 
Unter einem spezifischen Bindungssystem werden hier zwei Partner verstanden, die spezifisch niiteinander reagieren 
konnen. Das Bmdungsveniiogen kann dabei auf einer immunologischen Reaktion oder auf einer anderen spezifischen 
Reaktion beruhen. Bevorzugt wird als .spezifisches Bindungssystem eine Kombination von Biotin und Avidin oder Biotin 
und Streptavidin verwendet. Weitere bevorzugte Koinbinationen sind Biotin und Aniibiotin, Hapten und Anti-Hapien 
fc-Fragment eines Antikorpers und Antikorper gegen dieses Fc-Fragmeni oder Kohlenhydrai und Lectin Einer der Re- 
aktionspanner dieses spezifisch bindefahigen Paares isi dann Teil des Konjugates, das den Rezeptor Rl bildet 

Der andere Reaktionspartnerdes spezifischen Bindungssystems furRl liegi als Beschichtung der feslen Phase vor. 
Die Bindung des anderen Reaktionspartners des spezifischen Bindungssystems an ein unlosUches Tragermaterial kann 
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nach den Ublichen, derii Fachiiian^^^Pannten Methoden vorgenoniiiicn werden. Hiel^^^t sowohl cine kovaienie als 
auch eine adsorptive Bindung gecignci. Als feste Phase geeignet sind Reagenzgliischen oder Mikrotiterplaticn aus Poly- 
slyrol Oder ahnlichen KunststotVen, die an der Innenobertlache mil einem Reaktionspartner des speziHschen Bindiings- 
systeins beschichtei sind. Weitediin geeignei und besonders bevorzugt sind teilchenloniiige Substanzen, wie beispiels- 
weise Latex parlike 1, magnet isclie Part ike I, Mole kularsieb male ri alien, Glaskorperchen, Kunststotrschlauche und derglei- 5 
chen. Auch porose. schichttonuige Trager wie Papier konnen als Trager verwendet werden, Besonders bevorzugt werden 
luagnetische Kiigelchen (sogenannte Beads) verwendet, die wiederum mil dem entsprechenden Bindepartner des oben 
beschriebenen spezihschen Bindesysteius beschichiet sind. Diese Mikropartikel konnen dann nach Ablauf der Tesireak- 
tion fiir die Durchfuhrung der Nachweisreaktion beispielsweise durch Filtration, Zentrifugation oder im Fallc der magne- 
lischen Partikel durch einen Magneten von der Hijssigen Phase gelrennt werden. lO 

Der Rezeptor R2 besteht aus einem Antikorper, der spezifisch das p24-Antigen von HIVl und gegebenenfalls von 
HlVl-SubO oder das p26-Antigen von HIV2 binder, und einer Markierung. Es konnen - wie beim Rezeptor Rl - Anti- 
korper aller Subklassen, die mit dem p24 oder dem p26 spezifisch bindefahig sind, verwendet werden. Statt der vollsian- 
digen Antikorper konnen auch hier deren Fragmente, wie Fab-, Fab'- oder F(ab')2-Fragmente, verwendet werden. Die 
Antikorper konnen polyklonal oder monoklonal sein. Bevorzugt werden wie bei Rl monoklonale Antikorper eingesetzt. 15 
Besonders bevorzugt werden auch bei R2 die in einem spateren Abschnitt beschriebenen erfindungsgemaBcn monoklo- 
nalen Antikorper gegen das p24-Antigen verwendet. Entscheidend ist, daB die in Rl und R2 eingesetzten Antikorper 
tuindestens 2 verschiedene Epitope des p24- bzw. des p26- Antigens erkennen. Beide Rezeptoren Rl und R2 miissen 
gleichzeitig spezihsch an p24 oderp26 binden konnen, um den Sandwich auszubilden. Die von den Antikorper-Bestand- 
teilen in Rl und R2 erkannten Epitope miissen sich also rtiumlich voneinander gctrennl befinden. Das heiBt, daB die von 20 
Rl und R2 erkannten Epitope zwar Ciberlappen diirfen, jedoch muB gewiihrleisiet sein, daB beide Rezeptoren gleichzeitig 
an das p24 bzw. p26-Epitop binden konnen. Bedingung ist inuuer, daB sich die beiden Rezeptoren in ihrem Bindungs- 
verhalten an p24 bzw. p26 gegenseitig nicht wesentlich behindem. 

Beim Einsaiz von Rezeptorgemischen fijr Rl und R2 ist es auch inoghch. die gleichen Rezeptoren sowohl tur Rl als 
auch fiir R2 zu verwenden. Eine bestimmte Anzahl an Rl-Rezeptoren ware dann mit, der Festphase bindefahig, die ver- 25 
bleibenden Rl-Rezeptoren waren nicht mil der Festphase bindefahig und wiirden statt dessen die Markierung tragen. Das 
gleiche gilt, dann fiir R2, Der Sandwich kann sich dann sowohl in der Orientierung Festphase ■ Rl • p24 • R2 als auch in 
der Orientierung Festphase ■ Rl(R2-Epitop) ■ p24 • R2(Rl-Epitop) ausbilden. 

Ein weiterer Bestandteil des Rezeptors R2 ist die Markierung. Bevorzugt wird als Markierung eine direkt nachweis- 
bare Substanz, beispielsweise eine chetnilumineszierende, elektrochemilumineszierende, fluoreszierende oder radioak- 30 
live Substanz oder ein Metallsol-, Latex- oder Goldpartikel eingesetzt. Weiterhin bevorzugt als Markierung sind Enzyme 
oder andere Molekiile wie Haptene (z. B. Digoxigenin) oder FtuoreszenzfarbstolFe, beispielsweise Fluorescein. Eine be- 
sonders bevorzugte Markierung sind elektrochemilumineszierende Metallchelate wie sie in der WO 96/03651 bcschrie- 
ben sind. Als Metallchelate werden bevorzugt Rutheniumkomplexe eingesetzt. die ebenfalls in der WO 96/03651 oLlen- 
bart sind. Die Verfahren zur Markierung sind dem Fachmann gelaufig und bediirfen hier keiner weiteren Erklarung. Der 35 
Nachweis der Markierung erfolgt in an sich bekannter Weise direkt durch Messung der chentiluiuineszierenden, fluores- 
zierenden oder radioaktiven Substanz oder des Metallsol-, Latex- oder Gotdpartikels oder durch Messung des durch das 
Hnzym umgesetzten Substrats. 

Der Nachweis der Markierung kann auch auf indirekte Wei'se erfolgen. Dabei binder ein weiterer Rezeptor. der selbst 
wiederum mir einer signalerzeugenden Gruppe gekoppelt ist, spezifisch an die Markierung von R2, beispielsweise ein 40 
Mapten wie Digoxigenin. Die FTerstellung von haptenmarkierien und insbesondere digoxigeninmarkierten Rezeptoren 
wird in der WO 96/03423 beschrieben. 

Der Nachweis der signalerzeugenden Gruppe. beispielsweise eine elektrochemilumineszierende, fluoreszierende oder 
radioaktive Substanz oder ein Enzym oder Goldpartikel, ertblgt nach dent Fachmann geliiuhgen Methoden. Als weiterer 
Rezeptor kann beispielsweise ein Antikorper oder ein Aniikorperfragment eingesetzt werden, der spezihsch an die Mar- 45 
kierung von R2 bindet. Wird dieser indirekte Nachweis der Markierung verwendet, so ist die Markierung von R2 bevor- 
zugr Digoxigenin oder ein anderes Hapten, und der Nachweis erfolgt iiber einen Antikorper, der gegen Digoxigenin oder 
gegen das FTapten gerichter isr und mit Peroxidase oder einer anderen Markierung wie oben beschrieben markiert isr. 

Bevorzugr werden als Besrandteile der Rezeptoren Rl und R2 monoklonale Antikorper oder deren Fragmente einge- 
setzt. Gegenstand der vorliegenden Erhndung sind daher auch monoklonale Antikorper, die das p24-Antigen von HIVl 50 
spezifisch mit ausreichend hoher Affinitat zur Ausbildung eines Sandwichs binden. Die monoklonalen Antikorper kon- 
nen dadurch in alien dem Fachmann gelaufigen Tests zum Nachweis eines Proteins wie beispielsweise im Sandwich-Test 
verwendet werden. 

Die erfindungsgemaBcn monoklonalen Antikorper konnen alien moglichen Immunglobulinklassen (Ig) angehoren. 
Bevorzugt gehoren die monoklonalen Antikorper der IgGl-Klasse an. Die Kopplung von weiteren Komponenten wie 55 
beispielsweise Markierungen wie Enzyme oder Flaptene oder Bindepartner, die zur Bindung des Andkorpers an eine 
Festphase bei heterogenen Immunoassays benotigl werden, kann bevorzugt an IgGl- Antikorper erfolgen. Auch die FTer- 
stellung von Antikorper- Fragmenten wie beispielsweise F(ab')2-, Fab'- oder Fab-Fragmenten ist bei der IgGl-Klasse un- 
probleinatisch. 

ErfindungsgemaB werden unler der Bezeichnung "tiionoklonaler Antikorper" sowohl der vollstandige Antikorper als 60 
auch alle bei Immuntests und sonstigen Verwendungen gangigen Fragmente davon, wie F(ab')2-, Fab'- oder Fab-Frag- 
inente, versianden. UmfaBt sind auch solche Antikorper, die durch Veranderung der monoklonalen Antikorper hergestellt 
wurden, solange die Antigenbindeeigenschaft nicht entscheidend beeinfluBt wurde, Beispielsweise konnen durch gen- 
technologische MaBnahmen Telle der nornialerweise in Mausen hergestellten monoklonalen Antikorper durch entspre- 
chende humane Antikorpersequenzen ersetzt werden, um unspezifische Bindungen im Immunoassay zu minirviieren. 65 
Vertahren zur Flerstellung solcher chimarer monoklonaler Antikorper sind deni Fachmann beispielsweise aus Antibody 
Engineering, .1. Mc Cafferty, FI.R. Hoogenboom und D.J. ChiswelL The Practical Approach Series, Series Editor: B.D. 
Hames. Oxford University Press, 1996, bekannt. 
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Entscheidend t ur die Ei^Pf der Antikorper sind die Epitope des p24, dic^^Pien Antikorpem erkannt werden da 
diese fur die Erkennung aller Subtypen entscheidend sind. Fur die p24-EpitopeTurde die Strukturinforiiiation aus Gitti 
et al (Science 1996, Vol 273, S. 231-235) zugrundegelegt. ErfindungsgeniaB sind denmach auch anders erzeuste Anti- 
korper, die die gleichen Epitope wie die iru tblgenden beschriebenen Antikorper oder zu diesen iiberlappende Epitope er- 
kennen. Die Epitope lassen sich beispielsweise durch die Pepscan-Methode charakterisieren. Ini Beispiel 4 der voriie- 
genden Anineldung ist die genaue Vorgehensweise bei der Epitop-Kartierung der erfindungsgeniaBen Antikorper be- 
schneben. Bevorzugt wird der Epitopbereich des p24, an den die erfindungsgeniaBen Antikorper binden, ausgewahh aus 
der Gruppe der folgenden Aminosauresequenzen. Diese Sequenzen sind auch iiu Sequenzprotokoll unter SEQ H) NO 1- 
36 angegeben. 
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SEQ ID 


DKGNSSQVSQNYPIVQNLQGQMVHQ 


1 


1 


NYP I VQNLQGQMVHQAI S PRTLNAW 


2 


2 




-I 
^ 


'1 


T LNAWVK V I EE KAF S P E V I PM F S AL 


4 


4 


EKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLN 


5 


5 


MFS ALjS EGATPQDLNTMLNTVGGHQ 


6 


5 


PODLNTMLNTVGGHOAAMOMLKET I 


7 


7 


VCGHOAAMOMLKE*^ INEE AAEWDRV 


s 

o 


o 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGP lAP 




c 


E WDRVH P VHAG P I A PGQMRE P RG S D 


10 


10 


GP I APGOMREPRGSD I AGTTSTLOE 


1 1 


1 1 
1 1 


PRGSD lAGTTSTLQEQ IGWMTNlSrPP 


12 


12 


S TL.OEO I GWMTNNP P I P VGE I YKRW 






TNNPPTPVGETYKRWT TIjGIjNKIVR 

X l.\ 1.M ^ J. V \JX_i -L U. X-N-X V r T ^ -L J_tl.V XV -1- V X\. 


1 ^ 


14 


I YKRW I ILGLNKI VRMYS PVS I LD I 






NKIVRMYSPVSILDIRQGPKEPFRD 


16 


16 


SILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLiR 


17 


17 


EPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKN 




1 o 


YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQN 






OEVKNWMTETLLVON'ANPDCKT ILK 


on 


90 


LLiVONANPDCKT I LKAIjGPAATLEE 


9 1 


9 1 


KT I L KALG PAATLE EMMTACQG VGG 


99 


22 


ATLE EMMTACQGVGG PGHKARVLAE 




9'^ 


OG VGG PGFKAR VXAEAMS O VTNS AT 


94 


94 


R VLAE AMS QVTNS AT I MMQ RGNFRN 


9S 


9S 


TNS AT I MMQRGNFRNQKKTVKCFNC 


9fi 

Z. L? 


9^^ 


GMFRNO KKT VKC FN CGKE GH" I AKNC 


97 


97 


KCFNCGKEGH I AKNCRAPRLKGCWK 


9R 


9J? 


IAKNCRAPRLKGCWKCGKEGHQMKD 


9Q 


90 


KGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKI 






0 AI S PRTLNAWVKVI 




O X 


I S PRTLNAWVK 


-7 O 


jz 


INEEAAEWDRVHPVH 


OA 


J J 


EEAAEWDRVHP 






IRQGPKEPFRDYVDR 


17A 


35 


QGPKEPFRDYV 


17B 

7 


36 
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Gegensrand der Erfinduil^Fd nionoklonale Antikorpcr eeeen HIVl p24-/^H¥n, die die p24-Epitope geniiiB SEQ 
ID NO: 1-36 spezifisch binden. 

Weiterhin sind Gegensrand der Erfindung nionoklonale Antikorpcr gegen HIVl p24-Antigen, die die p24-Epitope ge- 
niaB SEQ ID NO: 3, 9, 17, 31 oder 34 spezifisch binden. Diese Sequenzen sind in der obigen Aufstellung fett hervorge- 
hoben. 

AuBerdein sind die Epitope des p24 geniaB SEQ ID NO: 3, 9. 17, 31 oder 34 Gegenstand der Edindung. 
Die erfindungsgeniaOen nionoklonalen Antikorper konnen beispielsweise aus den Zeilinien MAK<p24>M-6A9/5, 
MAK<p24>lVI-4Bl/K IVtAK<p24>M-6D9/4, MAK<p24>lVI-2E7/3 oder IVIAK<p24>M6A9/5 hergestellt werden. Die 
nionoklonalen Antikorper MAK<p24>M-4B 1/1 (Hinteriegungsnuriiiuer DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hin- 
terlegungsnuniiiier DSM ACC2300) und MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnutnnier DSM ACC2301), wurden am 
26.02.1997 bei der DSMZ (Deutsche Saninilung von Mikroorganisnien und Zellkulturen Gnibfl, Mascheroder Weg lb, 
D-38124 Braunschweig) hinterlegt, Der nionoklonale Antikorper MAK<p24>M6A9/5 wurde am 11.06.1997 bei der 
DSMZ unter der Hinierlegungsnummer DSM ACC23 10 hinterlegt. 

Mit dem in Beispiel 4 beschriebenen Epitopkartierungsvertahren wurde tcstgestellt, daB die Antikorper, die von der 
15 Zeili nie MAK<p24>M-6A9/5 produziert werden, kein sequentielles Epitop erkcnnen, sondem an ein Konioniiationsepi- 
top des p24 binden. 

Mit dem gleichen Verlahren wurde t'estgestellt, daB die Antikorper, die von der Zellinie MAK<p24>M-2E7/3 (DSM 
ACC2301) produziert werden, an das Epitop binden, das eincm Peptid geniaB SEQ ID NO: 9 entspricht (p24-Struktur- 
intbniiation gemaB Gitti et al 1996, Science 273, 231-235). Es konnte^auBerdeni gezeigt werden, daB das eigentliche 
20 Eipitop noch kleiner ist. Zur spezifischen Bindung des MAK<p24>M-2E7/3 an p24 ist ein nur 11 Aminosauren umfas- 
sendes Epitop gemaB SEQ ID NO: 34 ausreichend. 

Mit dem gleichen Verfahren wurde t'estgestellt, daB die Antikorper, die von der Zellinie MAK<p24>M-6D9/4 (DSM 
ACC2300) produziert werden, an das Epitop binden, das einem Peptid gemaB SEQ ID NO: 3 entspricht. AuBerdem 
konnte gezeigt werden, daB das fur die spezifische Bindung erforderliche Epitop noch kleiner ist: Zur spezifischen Bin- 
25 dung des MAK<p24>M-6D94 an p24 ist ein 15 Aminosauren umfassendes Epitop gemaB SEQ ID NO: 31 ausreichend. 
Mit dem gleichen Verfahren wurde festgeslellt, daB die Antikorper, die von der Zellinie MAK<p24>M-4B 1/1 (DSM 
ACC2299) produziert werden, an das Epitop binden, das einem Peptid gemaB SEQ ID NO: 17 entspricht. 

Die von den ZeUinien MAK<p24>M-4Bl/l und MAK<p24>M-6D9/4 produzierten Antikorper binden nicht nur die 
zuvor charakterisierten p24-Epitope von IIIVU sondem auch von HIVl-SubO. Fur die gleichzeiiige Erkennung des p24- 
30 Antigens von HIVl und HIVl-SubtypO sind daher besonders die von diesen Zeilinien produzierten Antikorper geeignet. 
In Beispiel 5 ist die Austestung der erfindungsgeniaBen Antikorper in Bezug auf die p24-Subtypenerkennung dargestellt. 
Von den beiden Antikorpem wird MAK<p24>M-4Bl/l bevorzugt auf der Festphasen-Seite, d. h. als Rezeptor Rl einge- 
setzt, und MAK<p24>M-6D9/4 wird bevorzugt als Kezeptor R2 verwendet. 

Besonders bevorzugt werden fur cine effektive gleichzeitige Erkennung von HIVl und HIVl-SubO die Antikorper 
35 MAK<p24> 4BI/1 und MAK<p24>6A9 als Rl und MAK<p24>2E7/3 und MAK <p24>6D9/4 als R2 eingesetzt, da so 
die umfassendste Erkennung verschiedener HIVl und HIVl-Subtyp O Virusisolate erreicht wird (siehe Beispiel 5). 

Gegenstand der Erhndung sind weiterhin Antikorper, bevorzugt nionoklonale Antikorper, die in aquivalenter Weise an 
p24 binden, wie die nionoklonalen Antikorper MAK<p24>M-6A9/5 (DSM ACC2310), MAK<p24>M-4B 1/1 (DSM 
ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (DSM ACC2300) oder MAK<p24>M-2E7/3 (DSM ACC2301). Unter "in aquivalen- 
ter Weise binden" wird versranden, daB diese Antikorper mit gleich hoher oder vergleichbar hoher Afhnitat an p24 wie 
die hinterieglen nionoklonalen Antikorper binden. Dies kann beispielsweise durch entsprechende Versuche am BIAco- 
re® oder auch mit dem 2-Schritt-Sandwich-ELISA gemaB Beispiel 4 festgestellt werden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Antikorper, bevorzugt nionoklonale Antikorper, die an die gleichen Epitope 
an p24 binden, wie die hinterlegten Antikorper MAK<p24>M-6A9/5 (DSM ACC23 10), MAK<p24>M-4B 1/1 (DSM 
45 ACC2299), M^\K<p24>M-6D9/4 (DSM ACC2300) oder MAK<p24>M-2E7/3 (DSM ACC2301), Dies kann durch Be- 
stimmung der Kreuzreaktivitat der Antikorper, beispielsweise durch Kompetitionsexperimente im ELIS A oder mit dem 
BIAcore®-System festgestellt werden. Bevorzugt besitzen diese Andkorper ebenfalls eine hohe Affinitat zu p24. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung mindestens von einem der in den oberen Abschnitten be- 
schriebenen Andkorpern in einem diagnostischen Test zum Nachweis einer HlV-Infekdon. Ebenfalls Gegenstand der Er- 
50 findung ist die Verwendung der beschriebenen Antikorper in dem weiter oben erlauterten erhndungsgemaBen Kombitest 
zum Nachweis einer HIV-Infektion. 

Die erfindungsgeniaBen nionoklonalen Antikorper konnen in an sich bekannter Weise durch Immunisierung mit iso- 
lierteni p24 (aus hunianem Gewebe isohert oder rekombinant) in geeigneten Versuchst.ieren wie beispielsweise Mause, 
Ratten, Kaninchen und anschlieBender Fusion der Milzzellen der immunisierten Tiere mit Myelomzeilen hergestellt wer- 
55 den. Neben Milzzellen als Lymphocyten-Quelle konnen auch periphere Blut-Lymphocyten (PBL) oder Lymphknoten- 
Zellen von immunisierten Tieren (bevorzugt: Maus oder Ratte) verwendet werden. Anstelle von isoliertem p24 konnen 
zur Immunisierung auch synrhetische, von p24 abgeleitete Peptide, die alleine oder an Trager gekoppelt verwendet wer- 
den, zur Erzeugung der gewunschten Antikorper verwendet werden. 

Alternativ konnen auch Lymphocyten von humanen Spendem, die Antikorper gegen p24 entwickelt haben, immorta- 
60 lisiert werden. Sole he Anti-p24- Antikorper produzierenden Lymphocyten konnen entweder durch Fusion mit einer hu- 
manen Myelom-Zellinie oder durch Epstein-Barr- Virus (EBV)-TransfonriaUon zu Antikorper-produzierenden Flybri- 
dom-Zellen immortahsiert werden (Monoclonal Antibody and Immunosensor Technology, A.M. Campbell, Elsevier 
Veriag 1991: Monoklonale Antikorper, J.H. Peters, H. Baumgarten, Springer Veriag 1990; Monoclonal Andbody Pro- 
duction Techniques and Applications, ed. Lawrence B. Schook, Marcel Dekker Veriag 1987). 
65 Wesentlicher Bestandteil von Rezeptor R3 ist ein Andgen, das mit den zu besdmmenden, gegen ein Andgen aus dem 
FIIVl- bzw. I-nVl-SubO- und/oder HTV2-env-Bereich gerichteten Antikorpem spezifisch bindefahig ist. Das Andgen ist 
bevorzugt bindefahig mit Andkorpern, die gegen gp41 oder gpl20 (FTIVl) bzw. gp36 oder gpllO (HIV2) gerichtet sind, 
besonders bevorzugt bindefahig mit Andkorpern, die gegen gp41 bzw. gp36 gerichtet sind. Unter dem Begriff "Andgen" 
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^^^^er spezilischen Bindung mil cineni gcgen ein^^^-f 



isi ein iMolekiil zu verstchen, das^^^^ier spezilischen Bindung mil cineni gcgen einJ^^-env-Gcnprodukt. gerichteten 
Antikorper fahig ist. Das Antigen kann dabei deni naturlicheni Antigen enlsprechen. Es kann also aus dent Virus isoliert. 
Oder rekoiubinant. hergcstellt worden sein. Es konnen auch synthelische oder rckonibinant hcrgesteilte Peptide eingcsetzt 
werden. die in der Lage sind, die zu bcsiimnienden Antikorper spezifisch zu binden. Das Antigen kann auch durch andere 
Liganden wie beispielsweise Lipide oder Zucker derivatisiert worden sein. Auch Aniinosaureaustauschc (D- und L-Anii- 5 
nosauren oder verwandte Molekiile) oder Deletionen oder Insertionen von Aniinosauren sind iiiogHch. Weitere, tur die 
Testfiihrung vorteilhafte Modifikationen des Antigens wie z. B, durch die in der WO 96/03652 beschriebene Herstellung 
von Polyhaptenen, konnen voiii Fachmann leicht herausgelunden werden. Einzige Voraussetzung ist, daB die zu bestiin- 
tnenden Antikorper trotz der Modifikationen inuiier noch spezihsch an das niodifizierte Antigen binden konnen. Das 
heiBt, die BindungssteLle fiir den oder die Antikorper inuB auf deiii Antigen, das Bestandteil von R3 ist, erhalten bleiben, to 

R3 kann entweder direkt an die Festphasc gebundcn sein, oder die Bindung an die Festphase ertblgt indirekt Ciber ein 
spezifisches Bindungssysteni, Die direkte und die indirekie Bindung von R3 an die Festphase ertblgt. analog zu der fur 
den Rezeptor Rl beschriebenen vVeise. 

Der Rezeptor R4 besteht aus eineni Antigen, das mil dem zu. bestiiuinenden, gegen ein Antigen aus dent ETIVl- bzw, 
?TIVl-SubO- und/oder HIV2-env-Bereich gerichteten Antikorper spezifisch bindel^ahig ist, und einer Markierung. Das 15 
Antigen ist bevorzugt. bindetahig init eineni Antikorper, der gegen gp41 oder gpl20 bzw. gp36 oder gpHO gerichtet ist, 
besonders bevorzugt bindet'ahig niii eineiii Antikorper, der gegen gp41 bzw. gp36 gerichtet. ist. Die Bedingungen t'iirdas 
Antigen sowie die Definition des BegritTes sind identisch mil. den tur den Rezeptor R3 genannten Bedingungen. Bevor- 
zugt werden als "Antigen-Komponenien" der Rezeptoren R3 und R4 die gleichen Aniigene eingesetzt. Es isl aber auch 
mogHch, verschiedene Antigene einzusetzen. Es muB Jedoch sichergesteih sein, daB beide Antigen-Komponenien aus R3 20 
und R4 niit dent gleichen zu bestimrnenden Antikorper bindefahig sind. Voraussetzung ist immer, daB der zu bestini- 
luende Antikorper die beiden Rezeptoren R3 und R4 verbrijckt. 

Ein weitercr Bestandteil von Rezeptor R4 ist die Markierung. Die Voraussetzungen fur die Markierung in R4 sind die 
gleichen wie die fiir die Markierung von Rezeptor R2 beschriebenen. Bevorzugt werden fiir R2 und R4 die gleichen Mar- 
kierungen verwendel. 25 

Der Rezeptor R5 besteht im wesenl.lichen aus einem Antigen, das mil dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus 
dem pol- oder -gag-Bereich von HIVl , HTVl-SubO und/oder HIV2 gerichteten Antikorper spezifisch bindefahig ist, wo- 
bei dies nicht Epitope oder Sequenzen von p24 oder p26 sein diirfen, die tnit den Rezeptoren Rl oder R2 reagieren kon- 
nen. Das Antigen ist bevorzugt bindefahig mil einem Antikorper, der gegen Genprodukte des pol-Bereiches gerichtet ist, 
besonders bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen die Reverse Transkriptase (RT) gerichtet ist. Besonders 30 
geeignet ist hierbei die natiirlicherweise vorkommende RT, die als Heterodimer (bestehend aus den beiden Untereinhei- 
ten von 51 und 66 kDa) vorkommt und eine moglichst native Slruktur besilzt. Die Untereinheiten konnen aber auch ein- 
zeln verwendet werden. Besonders bevorzugt wird eine rekombinant hergestellte aufgereinigte RT verwendel, die von ei- 
nem Expressionsklon wie er beispielsweise bei Muller et al. in J. Biol. Chem. 264/24: 13975—13978 (1989) beschrieben 
ist, exprimiert wird. Aufgrund des hohen Homologiegrades auf Aminosaureebene zwischen HTVl- und H1V2-RT von 35 
etwa 60% bzw. abschnittweise sogar 100%-iger Ubereinstimmung der beiden Proleine reicht die HTVl-RT ini allgemei- 
nen aus, um auch von HIV2-Antikorpem erkanni zu werden. Gegebenenfalls kann jedoch auch HrV2-Rrr allein oder zu- 
satzlich eingeseizt werden. Statt der RT kann auch ein Antigen verwendet werden, das mit einem Antikorper bindefahig 
ist, der gegen Genprodukte des gag-Bereiches mit Ausnahme der Epitope von p24 oder p26, die mit den Rezeptoren Rl 
oder R2 reagieren, gerichtet ist. Bevorzugt ist das Antigen bindefahig mit einem Antikorper, der gegen gag-pl7 gerichiet 40 
isl. Zur Definition des Begriffes "Antigen" gilt das gleiche wie fiir die Rezeptoren R3 und R4 beschriebene mit Aus- 
nahme der Spezifitat; Das Antigen beim Rezeptor R5 ist natiirlich ein Moleklil, das zu einer spezifischen Bindung mit ei- 
nem gegen ein HlV-gag- oder pol-Genprodukt gerichteten Antikorper fiihig ist. 

R5 kann entweder direkt an die Festphase gebunden sein, oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt uber ein 
spezifisches Bindungssyslem. Die direkte und die indirekie Bindung von R5 an die Festphase erfolgt analog zu der fiir 45 
die Rezeptoren Rl und R3 beschriebenen Weise. 

Der Rezeptor R6 besteht im wesentHchen aus eineni Antigen, das mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus 
dem pol- oder -gag-Bereich von EIIVl, EllVl-SubO und/oder HIV2 gerichteten Antikorper spezifisch bindefahig ist. Das 
Antigen ist bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen Genprodukte des pol-Bereiches gerichiet ist, beson- 
ders bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen die Reverse Transkriptase gerichtet ist. Die im Abschniti zu 50 
Rezeptor R5 gemachten Ausfiihrungen bezughch der bevorzugten Antigen-Eigenschaften gelten auch furR6. Zur Defi- 
nition des Begriffes "Antigen" gilt das gleiche wie fur den Rezeptor R5. Bevorzugt werden als "Anligen-Komponenten" 
der Rezeptoren R5 und R6 die gleichen Aniigene eingesetzt. Es ist aber auch moglich, verschiedene Antigene einzuset- 
zen. Es niuB jedoch sichergesteih sein, daB beide Antigen-Komponenten aus R5 und R6 mit dem gleichen zu bestimmen- 
den Anfikorper bindefahig sind. Voraussetzung ist immer, daB der zu bestimmende Antikorper die beiden Rezeptoren R5 55 
und R6 verbriickt. 

Ein weiterer Bestandteil von Rezeptor R6 ist die Markierung. Die Voraussetzungen fiir die Markierung in R6 sind die 
gleichen wie die fur die Markierung der Rezeptoren R2 und R4 beschriebenen. Bevorzugt werden fur R2, R4 und R6 die 
gleichen Markierungen verwendet. 

Fiir alle Antigene, die als Rezeptoren R3, R4, R5 oder R6 verwendet werden, gilt, daB sie einzeln oder bevorzugt auch 60 
vernetzt als Oiigomere oder als Polyhaplene (mit den Antigenen beladene Trageniiolekiile oder Tragerparlikel) gemaB 
der WO 96/03652 eingesetzt werden konnen. Dadurch wird die IgM-Erkennung verbessert. 

Als Proben, die im Nachweisverfahren eingesetzt werden, konnen alle dem Fachmann bekannten biologischen Fliis- 
sigkeiten verwendet werden. Bevorzugt werden als Probe Korperfiiissigkeiten wie Vollblut, Blutserum, Blutplasma, 
Urin, Speichel etc. eingesetzt. 65 

In den Testansatzen konnen neben der Probe, der Festphase und den aufgefiihrten Rezeptoren weitere, je nach Anwen- 
dung benoligte Zusatze wie Puffer, Salze, Detergenzien, Proteinzusalze wie beispielsweise RSA und Proteinspaltpro- 
dukie wie beispielsweise Pepton vorhanden sein. Die notwendigen Zusatze sind dem Fachmann bekannt oder konnen 
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von ihrn auf cinfache Weisl^PFusgefunden werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist. ein Reagenzienkit zurii Nachweiseiner HlV-rntektion, enthahend niinde- 
stens einen Rezeptor Rl, der niit dein p24-Anngen von HIVl, HlVl-SubO und/oder dein p26- Antigen von HIV2 spezi- 
fisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, inindestens einen Rezeptor R2 der 
5 niit. deni p24- Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder deni p26-Aniigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine 
Markierung tragt, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden sind, niindestens einen Rezeptor R3, der iiiir 
deni zu bestininienden, gegen ein Antigen aus deiii env-Bereicii gerichteten HIV1-, PllVl-SubO und/oder HIV2-Anti- 
korper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, inindestens einen Re- 
zeptor R4, der niit dern zu bestininienden, gegen ein Aniigen aus deni env-Bereich gerichteten HIVl-, HIVl-SubO und/ 
10 Oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, niindestens einen Rezeptor R5, der niit deni 
zu bestiiniiienden, gegen ein Antigen aus deni pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2- 
Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann. niindestens einen 
Rezeptor R6, der niit deni zu bestininienden, gegen ein Antigen aus deni pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, 
HIVl-SubO Oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, sowie seeebenenfalls weitere 
15 ubHche Hilfsstoffe. 

Weiterhin ist ein Gegenstand der Erfindung ein zuvor beschriebenes Reagenzienkit, das dadurch eekennzeichnet ist, 
daB als Rezeptoren Rl und R2 Antikorper, die von den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5 MAk<p24>M-4B l/l' 
MAK<p24>M-6D9/4, uncVoder MAK<p24>M-2E7/3 produzieri werden, eingesetzt werden. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzienkit zum Nachweis von Antikorpern gegen HIV, in dem die 
20 Rezeptoren R3, R4, R5 und R6, sowie gegebenenfalls weitere ubliche HilfsstotYe enthalten sind. Die Rezeptoren Rl und 
R2 sind nicht enthahen. 

Auch ein Gegenstand der Erfindung ist ein leststreifen zuni Nachweis einer HIV-Infektion, auf dem niindestens ein 
Rezeptor Rl, der mil deni p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch binde- 
fahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, niindestens einen Rezeptor R2, der mit deni 

25 p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26- Antigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markie- 
rung tragi, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden sind, niindestens ein Rezeptor R3, der niit dem zu 
bestininienden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HIV1-, FHVl-SubO und/oder HI V2- Antikorper spe- 
zifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, niindestens ein Rezeptor R4, der 
mil dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten fHVl-, HIVl-SubO und/oder I-nV2-An- 

30 tikorper spezifisch bindefaliig ist und eine Markierung tragi, niindestens ein Rezeptor R5, der niit dem zu bestininienden 
gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2- Antikorper spezifisch 
bindetahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, niindestens ein Rezeptor R6, der mit dem 
zu bestininienden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO oder HIV2-Anti- 
korper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, sowie gegebenenfalls weitere ubliche Hilt^stotfe autVebracht 

J5 sind. ^ 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein leststreifen zum Nachweis von Antikorpern geaen HIV, in dem die Re- 
zeptoren R3, R4, R5 und R6, sowie gegebenenfalls weitere ubliche HiifsstotTe enthahen sind. Die Rezeptoren Rl und R2 
sind nicht enthalten. 

In den Fig, 1 bis 5 ist folgendes dargesteUt: 

Kig. 1 Plateaubestimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-6A9/5: Die Besiimniung der optinialen 
MAK-Einsatzkonzentration fur die Epitopkartierung wird geniaB dem in Beispiel 4.2 beschriebenen Verfahren durchge- 
iLihrt. ^ 

Fig. 2 Plateaubestinunung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-4B 1/1 
Fig, 3 Plateaubestimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-6D9/4 
45 Fig. 4 Plateaubestimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-2E7/3 

Fig. 5 p24-Epilopkartierung; Reaktion der <p24>-MAKs mit verschiedenen Peptidniischungen gemaR Beispiel 4.2.3. 
Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter 



40 



50 
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Beispiele 
Beispiel 1 
Durchfuhrung des Kombitests 



Die Versuchsdurchfuhrung erfolgt analog zu der in der Packungsbeilage des Enzymun-Test® Anfi-HIV l+2+SubtypO 
(Best.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim GnibFT, Deutschland) beschriebenen Vorgehensweise. Bis auf d Rezeptoren 
Rl bis R6 werden die Reagenzien und Puffer des Enzymun-Test® Anti-HIV l-h2+SubtvpO der Boehringer Mannheim 
GmbH eingesetzt. Der Test wird bei 25°C auf dem Gerat ES700 (Hersteiler: Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland) 
in einem Probenvolunien von 100 |jI in streptavidinbeschichteten Testrohrchen nach dem Prinzip des 2-Schritt-Sand- 
60 wich-ELISA durchgefuhrt. Iin einzelnen werden folgende Reagenzien verwendet: 

- Inkubationspuffer: Tris 25 niM pH 7,5; Rinderserumbestandteile 

- KonjugatpulTer: Tris 25 niM pH 7,5; Rinderserumbestandteile 

- Konjugat: Peroxidase(POD)-niarkierte Anti-Digoxigenin-Antikorper voni Schaf 

65 ~ Substrat: ABTS®-Substrarlosung (2,2'-Azino-di[3-ethylbenzthiazolin-sulfonatl 1,9 mniol/1 in 100 riimol/l Phos- 

phat/Citrat- Puffer, pFT 4,4, Natriuniperborat 3,2 nimol/l 

Als Rezeptoren Rl bis R6 werden eingesetzt (Bi ist Abkurzung fur Biotin, Dig ist Abkiirzung fur Digoxigenin): 
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- Rl: MAK<p24>IVI-6A9/5'^^pP3i, MAK<p24>IVr-4B 1/1-IgG-Bi 
~ R2: IVIAK<p24>[VI-6D9/4-Ig^Dig, MAK<p24>M-2B7/3-[gG-Dig 

- R3: gp36-, gp41 -Peptide- Bi und Polyhaptene-Bi entsprechend den ini Enzyiuun®-Test Ami-HIVl+2+SubO, 
Best.NFr. 15573 19, Boehringer Mannheim Deutschland vervvendeten Pepiiden 

- R4: gp36-, gp41-Peplide-Dig und Polyhaptene-Dig enisprechend den iin Hnzynmn®-Tcst Anti-HIVl +2+SubO, 5 
Best.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim Deutschland verwendeten Peptiden 

- R5: RT-Bi hergestellt aus RT, Best.Nr. 1465333, Boehringer Mannheim Deutschland 

- R6: RT-Dig hergestellt aus RT, Best.Nr. 1465333, Boehringer Mannheim Deutschland. 

Die hierzu noiwendigen Derivalisierungen mil aktivierten Biotin- und Digoxigenin-Derivaten wurden nach dem Fach- lO 
niann aus Lehrbiichem bekannien Verfahren durchgetuhrt. Fur die Derivatisierung der RT oder der Antikorper eignen 
sich bevorzugt D-Biotin-e-aminohexanoyl-N-hydroxy-succimruid und Digoxigenin-3 -carboxyniethylether-eaniinohe- 
xanoyl-N-hydroxy-succiniriiid. 

Die Rezeptoren Rl bis R6 (Antikorper, Polyhaptene und RT jeweils 50-300 ng/ml. Peptide 5-50 ng/ml) werden zu- 
sanimen niit dem FnkubationsputTer in die slrepiavidinbeschichtelen Rohrchen gegeben und 120niin inkubiert. Nach 15 
luehreren Waschvorgangen und einer 60-minutigen Inkubation mit dem Konjugat wird die Substrattosung zugegeben 
und die Extinktionswerte der entstandenen Farbldsungen nach 60 min bei 422 nm photornetrisch bestimmt. 



Beispiel 2 
Vergleich verschiedener Kombitests 



20 



Uni die Erfindung mil dem Stand der lechnik zu vergleichen. wurden kommerzielle ?TIV-Seroconversionspanel der 
Fimia Boston Biomedica Inc., Bridgewater, USA (BBI) vemiessen und mit den von BBI gelieferten Daten verglichen 
(Tabelle 1). ^ 25 

BBI Panel N: Best.Nr. PKB914 
BBI Panel W: Best.Nr. PK:B923 
BBI Panel AG: Best.Nr. PKB932 

HIV-Ag Test: Abbott Monoclonal HIV Ag, Prod. Nr. 2A81 (Daten von BBI) 30 
Anti-mVTest 1: AbbolTHIV 1/2, Prod.Nr. 3A77 (Daten von BBI) 
Anti-I-TIV Test 2: Gen. Sys. HIV 1/2, Prod.Nr. 0230 (Daten von BBI) 
Kombitest 1: Anti-p24-Antik6rper, gp41 und gp36 (Beschreibung siehe unten) 
Kombitest 2: Anti-p24- Antikorper und RT (Beschreibung siehe unten) 

Kombitest 3: Anti-p24-Antikorper, gp41, gp36 und RT (Beschreibung siehe unten). 35 

Die drei Kombiteste wurden unter identischen Bedingungen mil den gleichen Reagenzien tnit Ausnahine der unter- 
schiedlichen Antigene durchgefiihrt. Die Testdurchfiihrung ertblgte analog zu Beispiel 1 . Als Basis dienten (wie in Bei- 
spiel 1) die Reagenzien und die 25'XJ Applikalion des kauflichen Produktes Enzymun-Test® Anti-HIV l-l-2+SubtypO 
(Besl.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim, Deutschland). FCir die Kombitests 1 bis 3 wurden Iblgende Antikorper bzw. 40 
Antigene verwendct: 

- Kombitest I: 

MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4B 1/1-TgG-Bi und biotinylierte synihetische Peptide und Polyhap- 
tene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Test® Anti-HIV l+2+SubtypO, MAK<p24>M-6D9/4-[gG-Dig, 45 
MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig und digoxigenyherte synthetische Peptide und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus 
dem Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2+SubtypO 

- Kombitest 2: 

MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4B 1/1-IgG-Bi und biotinylierte rekombinante HIV-Reverse Tran- 
skriplase 50 
MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig und digoxigenyherte rekombinante HIV-Reverse 
Transkriptase 

~ Kombitest 3 (erfindungsgemaB): 

Rl: MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4Bl/l-[gG-Bi, 

R3: biotinylierte synthetische Peptide und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Tesi® Anti-HIV 55 
l-l-2+SubtypO 

R5: biotinylierte rekombinante HIV-Reverse Transkriptase 

R2: MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig, 

R4: digoxigeninylierle synthetische Peptide und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Test® Anti-HIV 
l-f-2-»-SubtypO 60 
R6: digoxigenyherte rekombinante HIV-Reverse Transkriptase. 

Fiir alle Tests ist das Verhiiltnis von Signal zu Cut-off- Wert angegeben (Cut-otT Index, coi). Die Daten sind folgender- 
maBen zu interpretieren: Werte kleiner 0,9 sind negaliv, Werte zwischen 0,9 und 1,0 sind ini Graubereich und Werte gro- 
wer gleich 1,0 sind positiv. In der Spalte "Tag" ist die Anzahl der Tage eingetragen, die seit der erslen aufgefuhrlen Blut- 65 
abnahme vergangen sind. Die eingesetzten Panel enthalten unterschiedliche Analyien (Antigene und Antikorper), die in 
der Serokon vers ions phase nach den unter "Tag" angegebenen Zciten auftreten. 
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Tabelle I 

Vergleich verschiedener HIV-Nachweistests 



J Panel 


Tag 


HIV-Ag 
Test 


Antl-inV 
Test 1 


Anti-HIV 

Test 2 


XVfilllLrll.|;;^( 
1 


ivomDuesi 


Kom bites t 

-I 


BBI Panel N 


0 


0 4 


3,4 


A Q 


8,9 


0,4 


11,3 




4 


0 5 


7 52 


1,1 


5,7 


0,1 


7,4 


7 


0.5 


o,u 


1,4 


3,5 


0,1 


4,5 




0 4 






1,4 


0,8 


3,3 




0 4 


11,4 


3,0 


1,1 


2,3 


4,3 


BBI Panel W 


n 




0,1 


0,2 


0,3 


0,2 


0,3 




/ 


A /I 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 






0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 


-It 


n 4 


A 1 

0,1 


A O 

0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




0 A 

U,4 


A 1 

0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




U,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




U,4 


A 1 

0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 


^ / 


1,0 


0,1 


0,2 


0,4 


0,2 


0,4 


/IT 


23,3 


1,4 


0,2 


8,4 


10,9 


14,3 




A A 

0,4 


7,8 


5,5 


1,2 


24,3 


16,6 






A /I 

U,4 


7,6 


5,5 


1,2 


24,3 


16,1 






A A 


I /,Z 


4,0 


6,5 


24,3 


24,8 






A ^ 


1 /,z 


3,1 


6,4 


24,3 


24,8 




n 
U 


A /t 

U,4 


0,1 


0,1 


0,3 


0,2 


0,3 






A A 
U,4 


A 1 

0,1 


0,1 


0,3 


0,5 


0,3 






A zt 
U,4 


A ^5 

0,2 


0,2 


0,3 


0,2 


0,3 




77 


4,0 


1,1 


A '~\ 

0,2 


1,1 


1,0 


1,1 




34 


6,1 


12,5 


2 6 


10 0 


Q 7 

",2 


2i,y 




50 


1,9 


1,7 


3,4 


4,7 


24,2 


14,4 




78 


3,2 


0,6 


1,3 


2,3 


24,3 


12,7 




163 


1,8 


2,1 


0,9 


0,8 


17,3 


7,6 
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1,0 


8,6 


0,8 


0,8 


13,1 


6,4 
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Es zeigt sich, daB der erfindungsgeniiiBe Konibitest. (Kombitest 3) im Unterschied zu den Vergleichstests alle Phasen 
der Infektion liickenlos detektiert. 

Beispiel 3 

Erkcnnung von HIVl-Virusisolaten verschiedener Subtypen 
Durch die Verwendung der vier erfindungsgemaBen Aniikorper isi eine breite HlVl-Subtyperkennung gewahrleisiet. 
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i^^H/Ling unci Auswerlung ist identisch zu deiii en^^^^ 



Die Tesifuhrung, Reagenzzusaimi^^^/ung und Auswerlung ist identisch zu derii en^^^gsgeniaBen Konibitest 3 aus 
Beispiel 2. Als Proben wurden alle unt'en autgefLihrten HlVl-Virusisolate (Gruppe M und SublypO) I : 100 in Hunian- 
seruni verdunnt, da die unverdCinnten Isolate alle das gleich groRe Maxinialsignal ergaben und soniit keine Unterschiede 
zu sehen waren. 
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Tabelle 2 



LO 



20 



25 



40 



50 



55 



60 



65 



HIV 1 -Vims 




cui-oii inaex 


MP20 


Subtyp A 


9,0 


iVIP33 


Subtyp A 


22,2 


MP95 


Subtyp A 


19,2 


MP97 


Subtyp A 


9,1 


MP157 


Subtyp A 


36,0 


MPS 


Subtyp B 


23,4 


MP 1 3 


Subtyp B 


18,7 


MP22 


Subtyp B 


22,5 


Mr_> i 


Subtyp B 


20,9 


Mr// 


Subtyp B 


30,5 


MP37 


Subtyp C 


9,1 


MP40 


Subtyp C 


22,2 


MP41 


Subtyp C 


9,1 


MP76 


Subtyp C 


18,2 


MP 148 


Subtyp C 


16,4 


VI693 


Subtyp D 


16,9 


VI722 


Subtyp D 


10,5 


VI824 


Subtyp D 


16,3 


VI979 


Subtyp D 


23,2 


VI1091 


Subtyp D 


14,9 


VI1249 


Subtyp E 


23,4 


MPS 8 


Subtyp E 


19,4 


MP48 


Subtyp E 


21,0 


MP121 


Subtyp E 


22,6 


MP126 


Subtyp E 


2,5 


VI850 


Subtyp F 


11,0 


VI961 


Subtyp F 


22,3 


VII 126 


Subtyp F 


11,4 


VI 1267 


Subtyp F 


15,3 


VI310 


Subtyp F 


21,4 




Subtyp F 


12,2 


VII 197 


Suhtvn O 


90 Q 


VI991 


Subtyp H 


8,1 


VI997 


Subtyp H 


10,0 


MP331 


Subtyp O 


4,2 
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faBe Konibitesi die Aniigene und Antikorper 



TlVl-Subtypen sicher detek- 



Beispiel 4 

Epitopkartierung der iiionoklonalen Antikorper gegen p24 
4.1, Pepridsynthese 

Die entsprechenden Teilsequenzen der AiiiinosaLiresequenz des PTIV-p24- Virusproieins werden iiiitlels Fluorenylnie- 
thyloxycarbonyl-(Friioc)-Festphasenpeplidsynihese an einerii Balch-Pepddsynihesizer, z. B, von Applied Biosysienis 
A431 Oder A433. hergestelll. Dazu werden jeweils4.0 Aquivalente von fotgenden Fmoc-Aininosaurederivaten verwen- 
der: 

Tabelle 3 



A 


Fmoc-Ala-OH 


C 


Fmoc-Cys(Trt)-OH 


D 


Fmoc-Asp(tBu)-OH 


E 


Fmoc-Glu(tBu)-OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His(Trt)-OH 


I 


Fmoc-Ile-OH 


K 


Fmoc-Lys(Phenylacetyl)-OH 


L 


Fmoc-Leu-OH 


M 


Fmoc-Met-OH 


N 


Fmoc-Asn(Trt)-OH 


P 


Fmoc-Pro-OH 


Q 


Fmoc-Gln(Trt)-OH 


R 


Fmoc-Arg(Pmc)-OH 


S 


Fmoc-Ser(tBu)-OH 


T 


Fmoc-Thr(tBu)-OH 


U 


Fmoc-l5AlanLn 


V 


Fmoc-Val-OH 


W 


Fmoc-Trp-OH 


X 


Boc-Lys(Fmoc)-OH 


Y 


Fmoc-Tyr(tBu)-OH 


Z 


Fmoc-Aminocapronsaure 
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Die Aminosauren oder Aiiiinosaurederivale werden in N-Meiliylpyrolidon gelost. Das Peptid wird an 400-500 nig 4- 
(2',4'-Diinelhoxyphenyl-Fnioc-Aminoniethyl)-Phenoxy-Harz (Tetrahedron Letters 28 (1987), 2107) niit eincr Beladung 
von 0.4-0.7 iTiinol/g auigebaut (JACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreaktionen werden bezuglich Finoc-AininosaLi- 
rederivat mit 4 Aquivalenten Dicyclohexylcarbodiiniid und 4 Aquivaltenen N- Hydroxy be nzotriazo I in Diniethylfomia- 
mid als Reaktionsmedium wahrend 20 niin durchgefuhrt. Nach jedein Syntheseschrilt wird die Finoc-Gruppe niit 
20%igeru Piperidin in Diinethylforinanud in 20 inin abgespallen. Enthalten die Peptide eine intrainolekulare Disulfid- 
briicke, so wird die Friioc-gesciiutzte, Peptidsequenz vor der Kupplung des artifiziellen Spacers init Jod in Hexafluoriso- 
propanol/Dichlonnethan (Rober et al.. The Peptide Academic Press, New York, 1981, pp 145-47) an der Festphase oxi- 
diert und anschlieBend die N-teriiiinale Fnioc-Schutzgruppe abgespalten, und der Spacer sowie das N-teniiinale Biotin 
gekuppeli. 



60 
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Die Freisetzung des Pepl^Ml'oni Synlheseharz und die Abspallung der sa^^BiLen Scliutzgruppen - nut Ausnahrne 
der Phenylacetyiscliutzgruppe am Lysin - erfolgt tiiit 20 ml Trinuoressigsaure, 0.5 ml Etliandithiol, 1 ml Thioanisol, 
1.5 g Phenol und 1 ml Wasser in 40 niin bei Raumtemperatur. Die Reaktionslosung wird anschliefSend mil 300 ml 
gckiiliitem Diisopropylether versetzt und zur voUstandigen Fallung des Peptides 40 min bei O^'C gelialten. Der Nieder- 
schlag wird abfiliriert, mil Diisopropylether nachgewaschen, mit wenig 50%iger Essigsaure gelost und lyophilisiert. Das 
erhaltene Rohniaterial wird miliels praparativer HPLC an Delta- PAK RP C 18- Material (Saule 50x300 mnu 100 A, 15 p) 
Liber einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0.1% Trifluoressigsaure, Eluent B: Acetonitril, 0.1% Trifluor- 
essigsaure) in ca 120 min aufgereinigt. Die [dentitat des eluierten Materials wird mittels lonenspray-Massenspektrome- 
trie geprutt. 
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Pepiid-Sequenzen der p24-Epitope 



Peptid 


Sequenz 


SEQ ID NO 


1 


DKGNSSQVSQNYPIVQNLQGQMVHQ 


1 


2 


NYP I VQNLQGQMVHQAI S PRTLNAW 


2 


3 


QMVHQ AI S P RTLNAWVKVI EEKAF S 


3 


4 


TLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSAL. 


4 


5 


EKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLN 


5 


6 


MFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQ 


6 


7 


PQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKET I 


7 


8 


VGGHQAAMQMLKET I NEE AAE WDRV 


8 


9 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 


9 


10 


EWDRVHPVHAGP I APGQMREPRGSD 


10 


11 


GP I APGQMRE PRGSD I AGTTSTLQE 


11 


12 


PRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPP 


12 


13 


STLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRW 


13 


14 


TNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVR 


14 


15 


I YKRW 1 1 LGLNK I VRM YS P VS I LD I 


15 


16 


NKIVRMYSPVSILDIRQGPKEPFRD 


16 


17 


SILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLR 


17 


18 


EPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKN 


18 


19 


YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQN 


19 


20 


QEVKNWMTETLLVQNANPDCKT I LK 


20 


21 


LLVQNANPDCKTILKALGPAATLEE 


21 


22 


KT I LKALGPAATLEEMMTACQGVGG 


22 


23 


ATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLAE 


23 


24 


QGVGGPGHKARVIiAEAMSQVTWSAT 


24 


25 


RVLAEAMSQVTNS AT IMMQRGNFRN 


25 


26 


TNSATIMMQRGNFRNQKKTVKCFNC 


26 


27 


GNFPJJQKKTVKCFNCGKEGHIAKNC 


27 


28 


KCFNCGKEGHIAKNCRAPRLKGCWK 


28 


29 


lAKNCRAPRLKGCWKCGKEGHQMKD 


29 


30 


KGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKI 


30 




3A 


QAI S PRTLNAWVKVI 


31 


3B 


ISPRTLNAWVK 


32 


9A 


INEEAAEWDRVHPVH 


33 


9B 


EEAAEWDRVHP 


34 


17A 


IRQGPKEPFRDYVDR 


35 


17B 


QGPKEPFRDYV 


36 
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4.2. Epiiopkartierung 
4.2.1. riiiniunologischer Test allgeniein 



10 



L5 



Die Epitopcharaktensierung wurde analog deni Boehringer Mannheim Enzviiiun®-Test Anti-t-HV 1+^ 
(BM 1 165 062) durchgetiihrt. Das Tesrprinzip ist ein 2-Schrilt-Sandwich-ELrSA niit Streptavidin-Technologie. Jedoch 
wurden srart der Hurnanseren die verschiedenen inonoklonalen <p24>Ani.ikorper eingeselzt und init den jeweils biotinv- 
lierten Pepriden oder rekonibinantern ■ p24 vennessen. Die Detekrion erfolgt Liber <Maus rgG>-POD (BM 1 431 3^3) 
Alle anderen Zusatzreagentien, wie Wasclilosung, Srreptavidintubes, ABTS usw. wurden beibehalten Die Messunaen 
wurden an den Enzyniun®-Analysen-Autoniaten ES 22 oder ES 600 von Boehringer Mannheim durchgefuhrt 



4.2.2. Pialeaubestirnmune 



Die Bestimmung der optimalen MAK-Einsarzkonzentration fur die Epiiopkartierung wurde ini oben beschriebenen 
lesikonzepr durchgeluhrt. Ais Antigen wurde biotinyliertes rekombinantes p24 (Einsatzmenge 200 ng/mi) verwendet. 
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Tabelle 5 





MAK-Konzentration 


Signal 






c [ug/mll 


mE 


5 


MAK<p24>-6A9/5 


0 


3 






1 


208 


10 




5 


856 






10 


. 1231 






20 


1665 


15 




ZD 


1 '7 1 O 

1 / lo 




MAK<d24>-6D9/4 


0 
1 

5 


2 
386 
1239 


20 




10 


1835 


25 




20 


2425 






25 


2531 


JO 




0 

1 

1 








5 


1148 


35 




10 


1708 






20 


2292 


40 




25 


2461 




MAK<d24>-4B 1 / 1 


0 
10 

25 


9 

1205 
1944 


45 




50 


2116 


50 




75 


2451 






100 


2537 


55 



Die Plateaubestimmung isl in den Fig. I bis 4 graphisch dargesteilt. 

4.2.3. Epitopkartierung 

Die Kartierung wurde niit 25 Arriinosauren langen, N-reniiinal bioiinylierten Peptiden, die irti lOer Raster iiber die 
HIV I Consensus B-Sequenz von p24 syntheiisiert wurden (Peptide SEQ ED NO: 1-30), durchgefuhrt. Zuersl wurde eine 
G rob kartierung init 6 verschiedenen Peplidniischungen A-F (Eiinsalznienge pro Peptid 60 ng/nil), die jeweils 5 verschie- 
dene biotinylierte Peptide enthalten, ini indirekten Testkonzept verinessen. 
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MischungA: 1 

2 
3- 
4 
5 
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Mischung B: 



6 
7 
8 
9 
10 



ischung C: 



11 
12 
13 
14 
15 



20 



Mischung D: 16 

17 
18 
19 
20 



Mischung E: 



21 
22 
23 
24 
25 



Mischung F; 



26 
27 
28 
29 
30 



Tabelle 6 

Reaktivitat der Aniikorper iiiit Pepridrnischung A-F 
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MAK 6A9/5 


MAK 4B1/1 


MAK 6D9/4 


MAK 2E7/3 




LmE] 


% 


[mE] 


% 


[niE] 


% 


[mE] 


% 


Standardantigen 


2098 


100 


2402 


100 


2966 


100 


2903 


100 


Mischung A 


6 


0 


29 


1 


925 


31 


5 


0 


Mischung B 


8 


0 


22 


1 


100 


3 


2696 


93 


Mischung C 


15 


1 


31 


1 


22 


1 


5 


0 


Mischung D 


22 


1 


1152 


48 


41 


1 


4 


0 


Mischung E 


15 


1 


17 


1 


16 


1 


2 


0 


Mischimg F 


24 


1 


18 


1 


17 


1 


3 


0 



sieSlg '5?^' Orobkartierung: 3 MAKs reagieren spcv.ifisch mil jcweils einer Peptidinischung (graphische Darstellung 

4.2.4. Feinkarticmng 

In der Feinkartierung wurden die Peptide (Einsatzinenge 100 ng/nil) aus den reakriven Mischungen einzeln ini indi- 
rekten lestkonzept eingeselzt: 

Tabelle 7 

MAK<p24>lV[-4Bl/l mil Einzelantigenen aus Mischung D 





rec 


p24 


Peptid 16 


Peptid 17 


Peptid 18 


Peptid 19 


Peptid 20 




mE 




mE 




itlE 




inE 




mE 




mE 




MAK 4BI 


2089 


100% 


3 


0% 


297 


14% 


2 


0% 


3 


0% 


0 


0% 
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Tabetle 8 

MAK<p24>M-2E7/3 mil Einzelantigenen aus Mischung B 





rec p24 


Peptid 6 


Peptid 7 


Peptid 8 


Peptid 9 


Peptid 10 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




MAK2E7 


2111 


100% 


6 


0% 


3 


0% 


23 


1% 


2103 


99.6% 


5 


0% 



Tabelle 9 

MAK<p24>M-6D914 mil Einzelantigenen uus Mischung A 





rec p24 


Peptid 1 


Peptid 2 


Peptid 3 


Peptid 4 


Peptid 5 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




MAK6D9 


2282 


100% 


3 


0% 


23 


1% 


922 


40% 


5 


0% 


4 


0% 



Tabelle 10 
reaktive Peptid-Sequenzen 



Peptid 
SEQ ID NO 


Sequenz 


Ergebnis 


3 


QMVHQAISPRTLNAWVKVIEEKAFS 


reaktiv mit MAK<p24>M-6D9 


9 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 


reaktiv mit MAK<p24>M-2E7/3 


17 


SILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLR 


reaktiv mit MAK<p24>M-4Bl/l 


Tabelle 1 1 

Sequenzvergleich der Epitope von p24 HIV I Consensus B und Subiyp O 


MAK6D9 


QMVHQAI S PRTLNAWVKVI EEKAFS 


Consensus B 






QMVHQAI S PRTLNAWVKA I EEKAFN 


Subtyp O 








MAK 2E7 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 


Consensus B 




LKEVINEEA?EWDRTHPP??GPLPP 


Subtyp O 








MAK 4B1 


S I LD I RQGP KE P FRD YVDRF YKTLR 


Consensus B 




S I LD I ? QG PKE P FRD YVDRF YKTLR 


Subtyp O 
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Laut Sequenzvergleich sollten die MAKs 6D9 und 4B1 die Kreuzreaktion zu p24 (SubO) eniidglichen, da hier die 
groKte Homologie in der Sequenz ist. 

Zur weiteren Einschrankung des Epitops wurde nochiuals eine Feinkartierung mit den Pepliden 3 (= SEQ ID NO 3), 65 
3 A (= SEQ [D NO 31), 38 (= SEQ ID NO 32), und MAK<p24>M-6D9/4; Peptide 9 (= SEQ tD NO 9), 9A (= SEQ ID 
NO 33), 9B (= SEQ ED NO 34) und N4AK<p24>rvr-2E7/3; sowie Peptide 17 (= SEQ ED NO 17), 17A (= SEQ ED NO 35), 
17B (= SEQ [D NO 36) und MAK<p24>[VE-4Bl/l durchgefuhrt. 

21 
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Tabelle ^^^y 
IVTAK<p24>M-4Bl/l mit Einzelanrigenen 17, 17A und 17B 



5 


SEQ ID NO: 


. Peptid 17 
17 


Peptid 17A 
35 


Peptid 17B 
36 


10 




mE 


mE 


mE 




MAK4B1/1 


612 


10 


7 


15 






Tabelle 13 






MAK<P24>MT2E7/3 mit Einzelanrigenen 9 


20 


SEQ ID NO: 


Peptid 9 
9 


Peptid 9A 
33 


Peptid 9B 
34 


25 




mE 


mE 


mE 




MAK 2E7/3 


1439 


1330 


1399 


30 






Tabelle 14 






N4AK<p24>M-6D914 mit Einzelanrigenen 


35 


SEQ ID NO: 


Peptid 3 
3 


Peptid 3A 
31 


Peptid 3B 
32 


40 




mE 


mE 


mE 




MAK 6D9/4 


958 


866 


448 



50 



Daraus folgt, daB das Epitop des Antikorpers [VrAK<p24>IVI-4B 1/1 nicht weirer eingeschrankt werden kann Das Fpi- 
top von iVIAK<p24>IVT-2E7/3 kann aut'die Sequenz 98 (SEQ ID NO: 34) EEAAEWDRVHP 
miniiniert werden. Das Epitop von MAK<p24>M-6D9/4 kann auf die Sequenz 
3 A (SEQ ID NO: 3 1 ) QAISPRTLNAWVKVI 
ohne groBere Signalveriuste verkiirzt werden kann. 

Beispiel 5 

HlV-Subtypenerkennung durch die nionoldonalen Anti-p24-Antikorper 

55 Der Test wurde enisprechend Beispiel 1 und 2 nach den Vorschrifien des Enzvmun-Tesr® Anti-HIV 1+^+SubiypO 
(Best.Nn 1557319, Boehringer Mannheinu Deutschland) durchgetuhrt. Zur Austeslung der HIV-Subtvpenerkennune 
wurden jedoch nur die Rezeptoren Rl und R2, d. h. die nionoklonalen Antikorper gegen p24 verwendet; Es wurden ie- 
weils 250 ng MAK/inl eingesetzt. ^ 

60 
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Tabelle 15 

Erkennung von p24 (HIVl und HIVl-SubO) durch die MAKs 



Rezeptor Rl 


MAK 4B1/1 


MAK 2E7/3 


MAK 4B1/1 


MAK 6A9 


MAK 4B 1/1 
MAK 6A9/5 


Rezeptor R2 


MAK 2E7/3 


MAK6D9/4 


MAK 6D9/4 


iMAK 6D9/4 


MAK 2E7/3 
MAK 6D9/4 


Probe 












SN 1806 

(HIVl Subtyp O) 


0,1 (negativ) 


0,1 (negativ) 


1 ,2 (positiv) 


0,1 (negativ) 


1,2 (positiv) 


SN 1807 

(fflVl Subtyp O) 


0,1 (negativ) 


0,1 (negativ) 


1,7 (positiv) 


0,1 (negativ) 


1 ,7 (positiv) 


SN 1796 (HIVl) 


1,1 (pbsitiv) 


0,1 (negativ) 


0,1 (negativ) 


0,6 (negativ) 


1,2 (positiv) 


SN 1799 (HIVl) 


0,9 

(grenzwertig) 


1,3 (positiv) 


1 ,2 (positiv) 


1,1 (positiv) 


1 A (positv) 


SN 1801 (HIVl) 


0,8 

(grenzwertig) 


1,7 (positiv) 


0,8 

(grenzwertig) 


1,3 (positiv) 


1,7 (positiv) 


SN 1803 (HIVl) 


1,7 (positiv) 


2,2 (positiv) 


0,1 (negativ) 


0,5 (negativ) 


2,3 (positiv) 



ro 



15 



25 



:50 



35 



40 



Es zeigt, sich, da(3 der ruonoklonale Antikorper MAK <p24>M-4Bl/l und der ruonoklonalc Antikorper IVIAK 
<p24>M-6A9/5 Jeweils bevorzugl fur den Binsatz als Rl, d. h. auf der Festphasenseite geeignel sind. Der nionoklonale 
Antikorper MAK <p24>M-2E7/3 und der nionoklonale Antikorper MAK <p24>M-6D9/4 sind bevorzugL fur den Fiin- 
salz als R2, d. h. auf der Nachweisseile geeignet. Ftir eine etfektive gleichzeitige Erkennung des p24 von HIVl und 
HIVl-SubO werden alle vier Antikorper bevorzugl genieinsani cingesetzt. 
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SequenzprotokoU 
(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

^ (i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE : Sandhof ers tr . 116 

(C) ,ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 06217593215 

(H) TELEFAX: 06217594457 

15 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Kombitest HIV 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 3 6 

20 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1,0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



40 (ii) ART DES MOLEKULS : Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 

45 Asp Lys Gly Asn Ser Ser Gin Val Ser Gin Asn Tyr Pro lie Val 
15 10 15 

Gin Asn Leu Gin Gly Gin Met Val His Gin 
50 20 25 
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( 2 ) ANGABEM ZU SEQ l^NO : 2 : 



( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asn Tyr Pro lie Val Gin Asn Leu Gin Gly Gin Met Val His Gin 
15 10 15 

Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp 

20 25 



10 



15 



20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure ^^'^ 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 3: 

Gin Met Val His Gin Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp '^^^ 
15 10 15 

Val Lys Val lie Glu Glu Lys Ala Phe Ser 

2 0 25 45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

50 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART; Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 55 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

60 
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(xi) SEQUENZ^ESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val lie Glu Glu Lys Ala Phe Ser 
15 10 15 

Pro Glu Val lie Pro Met Phe Ser Ala Leu 

20 25 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO : 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25. Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 

Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val lie Pro Met Phe Ser Ala Leu 
15 10 15 

Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gin Asp Leu Asn 

20 25 

( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6 : 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

50 

Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gin Asp Leu Asn 
1 5 10 15 

55 Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gin 

20 25 



60 
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(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr lie 

20 25 



10 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: ,5 

Pro Gin Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gin 
15 10 15 . 



20 



25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Val Gly Gly His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr lie 
15 10 15 ' 

Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9: 

50 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

( C ) STRANGFORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

60 



65 



27 

BNSDOCID: <DE_19727943A1J_> 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



45 



50 



55 



60 



15 



^ DE 197 27 943 A 1 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Leu Lys Glu Thr He Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val 
Is 10 

His Pro Val His Ala Gly Pro He Ala Pro 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUEN2KENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro He Ala Pro 
^ . 5 10 15 

Gly Gin Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp 

20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11; 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Gly Pro He Ala Pro Gly Gin Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp 
15 10 15 

He Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gin Glu 

20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ TTT^NO : 12: 

( i ) SEQUENZKEMNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 12: 

Pro Arg Gly Ser Asp lie Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gin Glu 
15 10 15 

Gin lie Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro Pro 

20 25 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



10 



20 



(2) ANGABEM ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid ^5 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 13 : 

Ser Thr Leu Gin Glu Gin lie Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro Pro 
15 10 15 

lie Pro Val Gly Glu lie Tyr Lys Arg Trp 

20 25 45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 14: 

50 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 55 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 14:^^ 

Thr Asn Asn.Pro Pro He Pro Val Gly Glu He Tyr Lys Arg Trp 

5 10 



15 



He He Leu Gly Leu Asn Lys He Val Arg 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

He Tyr Lys Arg Trp He He Leu Gly Leu Asn Lys He Val Arg 
1 5 10 15 

Met Tyr Ser Pro Val Ser He Leu Asp He 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Asn Lys He Val Arg Met Tyr Ser Pro Val Ser He Leu Asp He 
1 5 10 15 

Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp 

20 25 



60 
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(2) ANGABEN ZU SEQ I^MO : 17: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEISr : 

(A) LiANGE : 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ser lie Leu Asp lie Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp 
15 10 15 

Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg 

20 25 



10 



15 



20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: -5 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid ^35 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg 
15 10 15 

Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu Val Lys Asn 

20 25 45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

50 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

( C ) STRANGFORM : 55 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

60 
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(xi) SEQUE^ftsCHREIBUNG: SEQ ID NO : 19: 

Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu Val Lys Asn 
^ S 10 



15 



Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin Asn 

20 25 



(2) AWGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 20: 

Gin Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin Asn 
1 5 10 15 

Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr He Leu Lys 

20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

Leu Leu Val Gin Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr He Leu Lys 
15 10 15 

55 Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu 

20 25 
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NO: 22: 



(2) ANGABEN 2U SEQ TTt NO : 2 2 

( i ) SEQUEN2KENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 25 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Lys Thr lie Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu 
15 10 15 

Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly 

20 25 



10 



15 



20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure -^^ 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly 
15 10 15 

Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu 

2 0 2 5 45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

50 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 55 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

60 
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(xi) SEQUEiTSSeSCHREIBUNG: SEQ id NO: 24: 
Gin Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu 

1 R -1 



ENZBE 



5 10 

Ala Met Ser Gin Val Thr Asn Ser Ala Thr 

20 25 



15 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 25: 

Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gin Val Thr Asn Ser Ala Thr 
1 5 10 15 

lie Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg Asn 

20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 26: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

Thr Asn Ser Ala Thr He Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg Asn 
15 10 15 

55 Gin Lys Lys Thr Val Lys Cys Phe Asn Cys 

20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ I^NO : 27: 



(i) SEQUENZKEKFNZEICHEN: 

(A) LAJXTGE : 25 Aminosauren ^ 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM : 

(D) TOPOLiOGIE: linear 

10 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 27: 

15 

Gly Asn Phe Arg Asn Gin Lys Lys Thr Val Lys Cys Phe Asn Cys 
15 10 15 

Gly Lys Glu Gly His lie Ala Lys Asn Cys 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid '^'^ 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 28: 

Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His lie Ala Lys Asn Cys -^^ 
15 10 IS 

Arg Ala Pro Arg Leu Lys Gly Cys Trp Lys 

20 25 45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 29: 

50 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 55 

( D ) TOPOLOGIE : 1 inear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

60 
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(xi) SEQUEIsTZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 29: 
lie Ala Lys Asn Cys Arg Ala Pro Arg Leu Lys Gly Cys Trp Lys 



EN^E 



5 10 

Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 

20 25 



(2) AJSTGABEN ZU SEQ ID NO : 30: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 7 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 30: 



15 



Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 
15 10 15 

Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn Phe Leu Gly Lys He 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 31: 

Gin Ala He Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val He 
^ ^ 10 15 
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(2) ANGABEN ZU SEQ fl^O : 32: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

( B ) ART : Ami no s aur e 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 

lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys 
15 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33: 

lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val H 
15 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 34: 

Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro 
15 10 
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r^Sb ID NO: 35: 



(2) ANGABEN ZU &EQ ID NO : 35: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHSN: 
^ (A)' LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

10 

(ii) ART DES MOLEKUL.S : Peptid 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 

L5 

lie Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg 
15 10 15 

20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

30 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUEMZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 36: 

35 

Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val 
15 10 



40 

Patentanspruche 

1. Verlahren zur Diagnose einer HIV-Infektion niittels eines Immunoassays durch den spezifischen Nachweis von 
p24-Antigen von HIVl, HlVl-SubO und/oder p26-Aniigen von HIV2, mindesiens eineni Antikorper gegen den 

45 env-Bereich von HIVl, HIVl-SubO und/oder HIV2 und mindestens einem Antikorper gegen den pol- und/oder 

gag-Bereich aus HTVl, HIVl-SubO und/oder HI V2. 

2. Verfaliren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichneu daB der Nachweis der HIV-Infektion niittels eines hetero- 
genen Immunoassays erfolgt. 

3. Verfaliren nach Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, daB fur den Nachweis mindestens ein Rezeptor Rl, 
50 der mit deni p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist 

und an eine Fest phase gebunden ist oder gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R2, der mit dem p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von 
t-nV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden 
sind, 

55 mindestens ein Rezeptor R3, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichieten 

I-nVl-, ?nVl-SubO und/oder HI V2- Antikorper spezifisch bindefahig ist. und an eine Festphase gebunden ist oder 
gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R4, der mit detii zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 
HIV1-, HIVl -SubO und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist. und eine Markierung tragt, 
60 mindestens ein Rezeptor R5, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Andgen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 

richteten HIVl-, HIVl-SubO und/oder I-IIV2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden 
ist oder gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R6, der mit dem zu besdmmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 
richteten HIVl-, HIVl-SubO und/oder HI V2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung Iragt, ein- 
65 gesetzl werden, gegebenenfalls Trennung der festen von der flussigen Phase und Bestimtimng der Markierung in ei- 

ner der beiden Phasen. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren Rl und R2 mit dem p24-Antigen 
von HIVl spezifisch bindefahig sind, die Rezeptoren R3 und R4 mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus 
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detn env-Bcreich gerichteien ^^^^Antikorper spezifisch bindciahig sind und dil^pfcptoren R5 und R6 mil dem 

zu bestiininenden, gegen ein Antigen aus dem gag- oder pol- Bereich gerichteten HIVl-Antikorper spezifisch bin- 
defahig sind. 

5. Vertahren nach Anspruch 3 oder 4 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 niit dent zu bestiin- 
menden, gegen ein Antigen aus deni pol-Bereicii gerichteten HIVl-Antikorper spezifisch bindetahig sind. 5 

6. VerlTihren nach eineni der AnsprCiche 3 bis 5 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 niit gegen 
die HI V-Re verse Trans kriptase gerichteten Antikorpem spezifisch bindet'ahig sind. 

7. Verfahren nach eineni der Anspriiche 3 bis 5 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 niit gegen 
das gag-p 17- Antigen gerichteten Antikorpem spezifisch bindefahig sind. 

8. Verfahren nach eineiu der Anspriiche 1-7 dadurch gekennzeichnet, daB auch eine Intektion niit HIVl-Subtyp O lO 
detekliert wird. 

9. Verfahren nach eineni der Anspriiche 1-8 dadurch gekennzeichnet, daB auch eine tnfektion niit alien HlVl-Sub- 
typen der Gruppe M detektierl wird. 

10. Verfahren nach einern der Anspriiche 1-9 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren Rl und R2 jeweils Ge- 
riiische aus verschiedenen Rezeptoren sind, die untersciiiedliche Epitope des p24-Ant.igens von HlVl, HlVl-SubO 15 
und/oder unterschiedHche Epitope des p26-Antigens von HIV2 erkennen. 

11. Verfahren zuiii Nachweis von Antikorpem gegen HIV dadurch gekennzeichnet, daB niindestens ein Rezeptor 
R3, der niit dem zu besiinimenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HIVI-, HIVl-SubO und/ 
oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, 
mindestens ein Rezeptor R4, der niit dem zu bestimnienden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 20 
HIV1-, FIIVl -SubO und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung triigt, 

mindestens ein Rezeptor R5, der mil dem zu besiinimenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 
richteten HIV1-, HI VI -SubO und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindeflihig ist und an eine Festphase gebunden 
ist oder gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R6, der mit dem zu bestinimenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 25 
richteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, einge- 
setzt werden, gegebenenfalls 'IVennung der listen von der flussigen Phase und Bestimmung der Markierung in einer 
der beiden Phasen. 

12. Monoklonale Aniikorper gegen HIVl p24- Antigen, die die p24-Epitope gemaB SEQ ID NO: 1-36 spezifisch 
binden. 30 

13. Monoklonale Aniikorper gegen FIIVl p24- Antigen, die die p24-Epilope gemaB SEQ ID NO: 3, 9, 17, 31 oder 
34 spezifisch binden. 

14. Monoklonale Antikorper gegen HIVl p24-Antigen, die von den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterle- 
gungsnr. DSM AGG23 10), MAK<p24>M-4B 1/1 (Flinterlegungsnr DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hin- 
terlegungsnr. DSM ACC2300), oder MAK<p24>M-2E7/3 Q-Tinteriegungsnr. DSM ACG2301), produziert werden. 35 

15. Monoklonale Antikorper gegen FIIVl p24-Aniigen, die in aquivalenler Weise an p24 binden wie die monoklo- 
nalen Antikorper, die von den Zelhnien MAK<p24>M-6A9/5 (Flinterlegungsnr. D SM AGC23 10), MAK<p24>M- 
4B 1/1 (Flinterlegungsnr DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2300), oder 
MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnr DSM ACC2301), produziert werden. 

16. Monoklonale Antikorper gegen HIVl p24-Antigen, die an die gleichen Epitope binden wie die monoklonalen 40 
Aniikorper, die von den Zelhnien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterlegungsnr. DSM ACG2310), MAK<p24>M-4B 1/1 
(Flinterlegungsnr. DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr DSM ACC2300), oder 
My\K<p24>M-2E7/3 (Hintedegungsnr DSM ACC2301), produziert werden. 

17. Verwendung mindestens eines nionoklonaicn Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 1 2 bis 16 in einem dia- 
gnosnschen Test zum Nachweis einer ?IIV-Infektion. 45 

18. Verwendung mindestens eines monoklonalen Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 12 bis 16 in einem dia- 
gnosuschen Test in eineni Verfahren gemaB Anspruch 1 bis 10 zum Nachweis einer HIV-Infektion. 

19. Reagenzienkit zum Nachweis einer HIV-Infektion, enthaltend mindestens einen Rezeptor Rl, der mit dem p24- 
Antigen von FIIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Anngen von HIV2 spezifisch bindelahig ist und an eine Fest- 
phase gebunden isl oder gebunden werden kann, 50 
mindestens einen Rezeptor R2, der mit dem p24- Antigen von PIIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26- Antigen von 
HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden 
sind, 

mindestens einen Rezeptor R3, der mit dem zu besiinimenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 
HTV1-, HIVl-SubO- und/oder ?IIV2-Antikorper spezifisch bindefuhig ist und an eine Festphase gebunden ist oder 55 
gebunden werden kann, 

mindestens einen Rezeptor R4, der mit dem zu bestimnienden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteien 
HIV1-, HIVl-SubO- und/oder fnV2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, 
mindestens einen Rezeptor R5, der mit dem zu besiinimenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten FIIVl -, HIVl-SubO- und/oder ?IIV2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebun- 60 
den ist oder gebunden werden kann, 

mindestens einen Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten HTV1-, HIVl-SubO- und/oder FnV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, so- 
wie gegebenenfalls weitere ubliche Hilfsstoffe. 

20. Reagenzienkit gemaB Anspruch 19 dadurch gekennzeichnet, daB als Rezeptoren Rl und R2 die Antikorper, die 65 
von den Zelhnien. MAK<p24>M-6A9/5 (Flinterlegungsnr. DSM AGG2310), MAK<p24>M-4B l/l (Flinterle- 
gungsnr. DSM ACG2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr DSM AGG2300), oder MAK<p24>M-2E7/3 
(Flinterlegungsnr. DSM ACC2301), produziert werden, eingesetzt werden. 

39 
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21. Tesrstreifen, entl^^i niindestens einen Rezeplor Rl, der mit deni^|^Antigen von HIVl, HlVl-SubO und/ 
Oder deni p26-Antigen von HIV2 spezifisch bindetahig ist und an eine Festphase gebunden isl oder gebundcn wer- 
den kann, 

niindestens einen Rezeptor R2, der niildeni p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dein p26-Ant.igen von 
5 HIV2 spezifisch bindefahig isr und eine Markierung iragt, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden 

sind, 

niindestens einen Rezeptor R3, der mil dem zu bestininienden, gegen ein Antigen aus deiu env-Bereich gerichteten 
HIV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindetahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder 
gebunden werden kann, 

10 niindestens einen Rezeptor R4, der niit deni zu bestirnnienden, gegen ein Antigen aus detn env-Bereich gerichteten 

T-nVl-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindetahig ist und eine Markierung iragt, 
inindestens einen Rezeptor R5, der niit dein zu bestirnnienden, gegen ein Antigen aus deni pol- oder gag-Bereich 
gerichteten HIV1-, FllVl-SubO- und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebun- 
den ist oder gebunden werden kann, 

15 inindestens einen Rezeptor R6, der mit deni zu bestininienden, gegen ein Antigen aus deni pol- oder gag-Bereich 

gerichteten TTIVl- und/oder HIV2-An!ikorper spezifisch bindetahig ist und eine Markierung tragi, sowie gegebe- 
nen tails weitere ubliche Hilfsstot'fe. 
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